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Fortgesetzte Untersuchungen iiber Carboxylase und 
andere Hefenfermente. 


Von 
Carl Neuberg. 


{Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Ubersicht: 


A. Haltbarkeit der Carboxylase: 
1. in zellfreien Dauerpraparaten, 
2. in dialysierten Macerationssaften, 
3. in ausgegorenen Saften, 
4. in gelagerten Saften. 
B. Tatigkeit der Carboxylase bei niederen Tem- 
peraturen: 
1. Verhalten der Carboxylase in frischen Hefen, 
2. Verhalten der Carboxylase in Hefenpriparaten, 
C. Wirkung der Carboxylase bei hohen Tempera- 
turen: 
1. Verhalten der Carboxylase in frischen Hefen, 
2. Verhalten der Carboxylase in Hefenpriparaten. 
D, Wirkung von Zusitzen auf die Carboxylase: 
1, EinfluB von Pufferungsgemischen 
I. bei frischen Hefen, 
II. bei Macerationssaften, 
z III. bei Trockenhefen, 
2. Einflu8 von Alkalien und Sauren, 
3. Einflu8 von organischen K6rpern. 
Zusatz von: 
I. Athylalkohol (Wirkung der Carboxylase in alko- 
holischen Lésungen), 
II. Methylalkohol, 
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. Propylalkohol, 

. Isopropylalkohol, 

. Amylalkohol, 
Athylenglykol, 

. Glycerin, 
Acetaldehyd, 

IX. Acetaldehyd-Ammoniak, 

X. Propylaldehyd, 

XI. Aceton, 

XII. Pyridin. 
E. Vergleich der Vergarung héherer Ketosauren in 
freier und gepufferter Form. 
1. Vergarung durch frische Hefen, 
2. Vergarung durch Macerationssifte. 
F. Gegenwart von Carboxylase in plasmolysierten 
Hefen. 
G. Beziehungen der Carboxylase und ihrer Sub- 
strate zu anderen Hefenfermenten: 
1. Unabhangigkeit der Carboxylase und der Invertase 
voneinander. 

I. Wirkung von Invertase-Carboxylase in frischen 
Hefen. 

II. Wirkung von Invertase-Carboxylase in Hefe- 
saften. 

. EinfluB von Zucker auf die Garung der Brenz- 
traubensiaure, 

. EinfluB von Brenztraubensiure auf die Garung ver- 
schiedener Zucker, 

I. Schadigender Einflu8 von freier Brenztrauben- 
siure auf die Wirkung der Garungsfermente 
Carboxylase und ,,Zymase“. 

II. Férdernder Einflu8 von kleinen Mengen brenz- 
traubensaurer Salze auf die Garung versdhie- 
dener Zucker. 

. Einflu8 von Salzen héherer Ketosduren auf die Garung 
verschiedener Zuckerarten. (Uber eine unmittelbare 
Beziehung des Aminosiurenstoffwechsels zur Garung.) 

. Minimumversuche. (Vergleiche iiber den Umfang 
der Vergirung, die durch kleinste Mengen Hefe in 
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Zucker- und Brenztraubensiurelésungen hervorgebracht 
wird.) 
1. Versuche mit frischen Hefen, 
2. Versuche mit Macerationssaft. 
J. Erfahrungen iiber die Selbstgarung von Macera- 
tionssaften nach dem Ausfall von 67 Proben. 
K. Uber das Verhalten von Invertaselésung bei 
jahrelanger Aufbewahrung. 


Als einen neuen Gesichtspunkt in der Chemie der Garungs- 
erscheinungen darf man wohl die Auffindung eines Enzyms 
betrachten, dessen Hauptwirkung in der Abspaltung von Kohlen- 
dioxyd aus organischen Sauren besteht. Damit ist die Entstehung 
von Garungskohlensaiure den friiheren unfruchtbaren Spekula- 
tionen entzogen und auf eine experimentelle Grundlage gehoben 
worden. Denn es ist klar, daB nur aus Carbonsiauren, d. h. 
als Zwischenstufe auftretenden Substanzen mit Carboxylgruppe, 
CO, so schnell und so reichlich hervorgehen kann, wie es beim 
Giarakte der Fall ist. Dieses Ferment, die Carboxylase, ist 
im Jahre 1910 von mir in den Hefen aufgefunden; iiber die- 
selbe haben meine Mitarbeiter und ich in 16 Mitteilungen iiber 
die ,,Zuckerfreie Hefengirungen“ und in einer Anzahl anderer 
damit zusammenhingender Verédffentlichungen berichtet. Im 
Laufe der Zeit haben wir nun bei der fortgesetzten Beschiif- 
tigung mit diesem Gegenstande eine Reihe von Beobachtungen 
gesammelt, die z. T. die alten Befunde bestiatigen und er- 
weitern, z.T. neue Eigenschaften der Hefencarboxylase kennen 
gelehrt haben. In ihrer Gesamtheit greifen diese Feststellungen 
in verschiedene Seiten des Girungsproblems ein. Ihre Wieder- 
gabe, die sich infolge der Zeitverhiltnisse um ein Jahr ver- 
zogert hat, mége in der Reihenfolge der voranstehenden Uber- 


sicht erfolgen. 


A. Haltbarkeit der Carboxylase. 
1. Haltbarkeit der Carboxylase in zellfreien Dauerpraparaten. 
Bei mehreren Gelegenheiten’) ist die groBe Bestandigkeit 
der Carboxylase betont worden. C. Neuberg und P. Rosen- 


1) Vgl. C. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitsohr. 51, 142, 


1913. 
1* 
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thal’) haben die Darstellung eines Dauerpriparates von Car- 
boxylase beschrieben, das aus nativen wie ,,inaktivierten“ (s. 
S. 22) Macerationssiften gewonnen werden kann. Praparate, 
die am 20. V. 1913 aus Trockenhefe von Schroder aus Min- 
chen — im folgenden als Hefe S bezeichnet — dargestellt 
waren, besaBen am 20. VII. 1914 noch volle Wirksamkeit”). 
Aus dem Macerationssaft aus getrockneter Berliner Hefe UM 
konnten ebenfalls wirksame Dauerpriiparate gewonnen werden. 

Das gilt sowohl fiir die Dauerpriparate aus frischem Ma- 
cerationssaft als fiir Praparate, die aus den zuvor auf 51 bis 
54° erhitzten (in bezug auf Zymase inaktivierten) Saften ge- 
wonnen waren. 

Versuch a. 

2,0 g Aceton-Dauerpriparat') S wurden im MOrser in einem 
Gemisch von 10 ccm 2m-Brenztraubensaéure plus 10 ccm 2 m- 
K,HPO, unter Verreiben gelést. Nach dem Einbringen in ein 
Eudiometer begann bei 30° sofort die Garung. Nach 2 Minuten 
war dieselbe stiirmisch, nach 1 Stunde waren 8 ccm, nach 2 Stun- 
den 11 ccm Kohlendioxyd entbunden. 


Versuch b. 

2,0 g desselben Priparates wurden mit einer Lésung von 
0,17 g freier Brenztraubensiure in 20 ccm Wasser verrieben. 
Das stark getriibte Gemisch zeigte bei 30° im Eudiometer nur 
Spuren einer Gasentwicklung. Nach 30 Minuten trat starke 
Gelatinierung ein. Nach 20 Stunden hatten sich nur 0,5 ccm 
Gas angesammelt. 

Dieser Versuch zeigt sehr deutlich die ungiinstige Wirkung 
der freien Brenztraubenséure auf ihre eigene Vergirung im 
Vergleich mit dem gepufferten Material. (Vgl. S. 25 bis 49.) 


Versuch c. 

1,0 g Aceton-Dauerpraparat aus inaktiviertem Macerations- 
saft S wurde in 10 ccm des Gemisches von 2 m-Brenztrauben- 
siurelésung und 2 m-H,HPO, gelést. Bei 30° entwickelten sich 
aus der schwach getriibten Fliissigkeit sofort Gasblasen. Ihre 
Menge betrug nach 1 Stunde 5 ccm, nach 2 Stunden 9 ccm. 


1) C. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 61, 174, 1914. 
*) Anm. b. d. Korrektur: auch nooh am 15. 12. 1914. 
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Zu den nachfolgenden Versuchen d und e diente ein Ma- 
cerationssaft aus selbstgetrockneter Berliner Unterhefe UM bzw 
ein daraus gewonnenes Acetontrockenpraparat. 

Der Saft aus der genannten Unterhefe UM wurde 10 Mi- 
nuten lang im Wasserbade auf 54 bis 55° erhitzt und von 
der dabei entstandenen dichten EiweiBfallung abfiltriert. Das 
Filtrat, das vollig klar und schwach gelbbraun gefarbt war, 
enthielt noch reichlich in der Hitze koagulierendes EiweiB. 
Dieser so behandelte Saft, der eine 9°/,ige Glucoselésung auch 
nicht spurenweise vergor, also ,inaktiviert“* war, zeigte auf 
9°/,ige gepufferte Brenztraubensiure ausgezeichnete Einwir- 
kung. (Versuch d.) 

Durch Fallung von 400 ccm des so inaktivierten Saftes UM 
mit 41 Aceton, Auswaschen mit 1100 ccm wasserfreiem Aceton 
und nach Trocknung in vacuo wurde dann ein schneeweiBes 
Praparat erhalten, in einer Ausbeute von rund 40g. Dieses 
Praparat war noch nach 102 Tagen héchst wirksam. (Versuch e.) 


Versuch d. 
20 ccm inaktivierter Saft UM wurde mit 20 ccm 8,8°/, iger 


Brenztraubensaurelésung (10 ccm 2 m-CH,.CO.COOH plus 10 ccm 
2 m-K,HPO,) versetzt. Es trat stiirmische Garung ein. Im 
Eudiometer wurden bei 37° entwickelt; 
mach 10?) ..... 22cm OO,, 
tic ere ae ee CO,, 
ee ee. OR a CO,. 
(Versuch abgebrochen.) 


Versuch e. 


2 g Acetontrockenpriiparat (102 Tage alt*)), die rund 20 ccm 
inaktiviertem Saft entsprachen, wurden durch Verreiben in 
einem Gemisch von 20 ccm Wasser und 20 ccm der bei Ver- 
such d verwendeten 9°/, igen gepufferten Brenztraubensiure- 
lésung gelést. Bei 37° wurden entwickelt: 

nach 10’, . . . . 1,5 ccm CO,, 

Raa. Beare, 

(OP iccain: 2 SOR 
(Versuch abgebrochen.) 


2) Anm. bei der Korrektur: Nach 211 Tagen mit gleichem Ergebnis 
wiederholt. 
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Der Vergleich der Versuche d und e lehrt, da8 durch die 
Aufbewahrung in trockenem Zustande die von der 
Hefenzelle getrennte Carboxylase nicht zugrunde geht. 

Die hier mitgeteilten neuen Versuche bestatigen unsere 
alten Erfahrungen iiber die Bestandigkeit der Carboxylase auch 
nach ihrer Scheidung von der Hefenzelle und nach Uberfiihrung 
in Dauerpraparate. 


2. Haltbarkeit der Carboxylase in dialysierten 
Macerationssiften. 


Durch Dialyse verliert nach Beobachtungen von C. Neuberg 
und P. Rosenthal*) Macerationssaft die Faihigkeit nicht, Brenz- 
traubensiure zu zerlegen, waihrend die Zymase vollstaindig un- 
wirksam wird. Die friiher mitgeteilien |Versuche waren mit 
Saft aus Miinchener Trockenhefe S angestellt. Wir haben zur 
Sicherung der Ergebnisse auch die Berliner untergirigen Hefen 
UM und K herangezogen. 

150 ccm Macerationssaft UM und K wurden 48 Stunden bei 
0° bis plus 1° gegen Leitungswasser in Gegenwart von Toluol 
dialysiert. Der nicht dialysierte Anteil war schwach getriibt, 
ohne daB es zu einer abfiltrierbaren Ausscheidung gekommen 
war. Das Volumen war durch Einwanderung von Wasser in 
beiden Fallen auf rund 200 ccm gestiegen. Die dialysierten 
Safte vergoren weder Traubenzucker, Fructose noch Rohrzucker, 
doch wurde letzterer invertiert. Dagegen wurde gepufferte Brenz- 
traubensaéure stiirmisch, und freie Brenztraubensiure, wenn 
auch erheblich schwicher, vergoren. 

Die dialysierten Safte enthielten, wie nebenher bemerkt sein mége, 
nach dem Aufkochen in ganz schwach essigsaurer Lésung und nach Fil- 
tration von ausgefallenem Eiwei8 sowohl anorganischen als organischen 
Phosphor. Letzterer ist z. T. wohl in Form von Nucleinsaure oder eines 
ihrer Spaltungsprodukte vorhanden; denn die auskoagulierten Siafte geben 
aufs kraftigste die Pentosenreaktionen mit Phloroglucin und Orcin. Wir 
erwihnen dieses Verhalten wegen der dfter erdrterten Beziehungen des 
dialysablen Ko-Fermentes zu den Phosphorverbindungen. (Siehe S. 138.) 

Die kraftige Wirkung der dialysierten Macerationssifte 
UM und K auf gepufferte Brenztraubensiure und die schwichere 
auf freie Brenztraubensiure geht aus folgenden Daten hervor: 


*) C. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 141, 1913. 
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Temp. 28° 

a) 20cem dialysierter Saft UM plus 20 ccm mit Phos- 
phat gepufferter 0,88°/,iger Brenztraubensdure. 

Entw. com CO, nach. . . 1” | 3” | 6” | & | 20 


o5 | 15 | 25 | 45 | 110. 





6) 20 ccm dialysierter Saft plus 20 ccm 0,88°/,ige freie 








Brenztraubensaure. 
Entw. com CO, nach... 107 | 307 | 67” | 2 | 20 
ee er as ee 
Temp. 37°. 
y) 15,0 ccm dialysierter Saft K 
2,5 » H,O 
2,5 » 2 m-Brenztraubensaure. 
Entw. com CO, nach... . 9&8 | 15’ | 30° | 45’ | 60° | 24m 
0 | 0 | 0 {| 0 | O | Spur 
6) 15,0 ccm dialysierter Saft K 
2,5 » 2m-K,HPO, 
2,5 » 2 m-Brenztraubensiure. 
Entw. com CO, nach .... Ald lk. a 





i dee ee ee Be 


3. Haltbarkeit der Carboxylase in ausgegorenen Siften. 

Die Wirkung der in Hefesaften enthaltenen Zymase auf 
Zucker kommt nach einiger Zeit zum Stillstand. Diese so- 
genannten ausgegorenen Safte vermégen jedoch Brenztrauben- 
siure noch zu zersetzen. Ja, es zeigte sich, daB bei Gegen- 
wart von gepufferter Brenztraubensiure oder von Pyruvinaten 
auch vorhandener Zucker noch in die Garung mit einbezogen 
werden kann. Diese Beobachtung fiihrte uns dazu, die ge- 
meinsame Vergirung von Zuckerarten und Brenztraubensaure 
bzw. Pyruvinaten einer Priifung zu unterziehen (s. 8. 75 bis 83), 
nachdem die Frage der gegenseitigen Beeinflussung schon von 
anderer Seite (Zaleski, Palladin) aufgeworfen ist. An dieser 
Stelle seien die hier in Betracht kommenden Daten mitgeteilt: 

a) 100 ccm Macerationssaft UM wurden mit 10g 
Rohrzucker und 4 ccm Toluol in den Brutschrank gestellt. 
Als nach 70 Stunden keine Kohlensiureentwicklung mehr nach- 
gewiesen werden konnte, wurden 15 ccm dieser Mischung mit 
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1,5 g Rohrzucker und 1 ccm Toluol versetzt und-15 Stunden 
bei 37° in einem Eudiometer aufbewahrt. Es trat nicht die 
geringste Entwicklung von Kohlenséure mehr ein. 

b) 15 ccm desselben ausgegorenen Saftes wurden mit 
2,5 ccm 2 m-Brenztraubensaéure plus 2,5 com 2 m-K,HPO, und 
1 ccm Toluol versetzt. Nach 5 Minuten begann eine Entwick- 
lung von Kohlensiure. Bei 37° wurden innerhalb 12 Stunden 
5 ecm entwickelt. Der Versuch konnte mit ahnlichem Erfolge 
mehrmals wiederholt werden. 

Die Vergirung der Brenztraubensiure setzt hier, wie er- 
sichtlich, nur langsam ein. Es hat demnach den Anschein, als 
ob bei der 72stiindigen Digestion bei 37°, wobei die Zymase 
zugrunde geht, auch die Carboxylase leidet. Nun gilt als ein be- 
sonders gutes Konservierungsmittel der Garungsenzyme starke 
Zuckerlésung. Wir haben deshalb in einem anderen Falle 
100 ccm Saft UM mit 60 g Rohrzucker und 4 ccm Toluol 
versetzt, in der Hoffnung, so die Carboxylase zu konservieren 
(Saftprobe «). Auffallenderweise trat in diesem Versuch schon 
nach 12 Stunden voiliger Stillstand der Gérung ein. Zum Ver- 
gleich waren 100 ccm desselben Saftes UM fiir sich im Eis- 
schrank mit 4 ccm Toluol aufbewahrt (Saftprobe #). Es wurden 
nunmehr 10 ccm der gezuckerten Saftprobe a, die reichlich 
unvergorenen Zucker (Invertzucker) enthielt — nachweisbar 
nach dem Auskoagulieren des EiweiBes in der Siedehitze — 
sowie 10 ccm der ungezuckerten Saftprobe 6 mit je 6 ccm des 
Gemisches gleicher Teile ™/,-Brenztraubensaure und ™/,-K,HPO,- 
Losung versetzt. Mit dem neuen Ansatz (a’) der Saftprobe a 
trat eine erheblich starkere und schnellere Kohlensaiureentwick- 
lung ein als mit dem Teil (f’) der Saftprobe £. 

Es lieferten: 

a’: oom CO, nach... 5 | 17 | 27 | 40 | 60 
er ae eae Ree ee ee ee 

B’: com CO, nach... y | w | 20° | 4° | 60 
"Gs Ve ee Fe Se ee 

Da nun die Annahme von vornherein unwahrscheinlich 
war, daB Zucker ein besseres Konservierungsmittel fiir Carb- 
oxylase sei als Kialte, so wies dieses eigenartige Verhalten 
darauf hin, da8 in die Vergérung der Brenztraubensaure der vor- 
handene Invertzucker mit hineingezogen sei. Wie sich alsbald 
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herausgestellt hat (s. S. 83 bis 93), verhalten sich die Homologen 
der Brenztraubensaéure ganz ebenso, und ihre Wirkung erstreckt 
sich nicht nur auf Rohrzucker, Glucose und Fruchtzucker, son- 
dern auch auf Mannose und Maltose. 

In einer anderen Versuchsreihe wurde Saft aus unter- 
gairiger Berliner Hefe K (des Instituts fiir Girungsgewerbe) 
verwendet. 100 cem Saft K wurden mit 10 g Rohrzucker bei 
37° belassen. Nach 36 Stunden war keine Gasentwicklung 
mehr wahrnehmbar. 

a) 15 ccm von diesem ausgegorenen Saft wurden mit 1,5 g 
Rohrzucker versetzt. Nach 15 Stunden: 0 ccm CQ,. 

b) 15 ccm desselben ausgegorenen Saftes wurden mit 
0,2 ccm freier 2 m-Brenztraubensaure versetzt. Nach 15 Stunden: 
1 ccm CO,. 

ec) 15 ccm desselben ausgegorenen Saftes plus 0,2 ccm 
2 m-Brenztraubensiure plus 0,2 ccm 2 m-K,HPO,. Nach 
15 Stunden: 4,3 com CQ,. 

Die Versuche zeigen iibereinstimmend die Gegenwart von 
Carboxylase in ausgegorenen Macerationssaften. Freilich ist ihre 
Wirksamkeit in manchen Fallen vermindert. Die Resistenz der 
Carboxylase steht mit der Anschauung (Buchner, Harden) 
im Einklang, daB die Erschépfung der Zymase auf der Zer- 
stérung des sogenannten Ko-Fermentes beruht, das fiir die Tatig- 
keit der Carboxylase jedoch nicht erforderlich ist. 


4. Haltbarkeit der Carboxylase in gelagerten Saften. 


a) Saft aus Hefe S wurde unter Zusatz von Toluol 21 Tage 
lang im Frigo bei einer um 0° herum schwankenden Tempe- 
ratur aufbewahrt. Der Saft, der zu keiner Zeit gefroren war, 
blieb vollig klar. Er zeigte keinerlei Einwirkung mehr auf 
zugefiigten Rohr- und Traubenzucker. Dagegen vergor er noch 
Brenztraubensaure. 

15 ccm dieses alten Saftes wurden mit 1 ccm 2 m-Brenz- 
traubensiure und 1 ccm 2 m-K,HPO, versetzt. 


Entw.cem CO, nach -... 1 =%| =o | 148 | 24s 
6 1. MEd, Os 1. OS 





Die Brenztraubenséure wird demnach durch den alten Saft, 
wenn auch langsam, vergoren. Der Saft enthielt nach 21 tagiger 





eS ia 


Sa aeth aPS eetst 
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Aufbewahrung noch massenhaft koagulierbares EiweiB; obgleich 
die Wirkung der Protease, die man gewohnlich fiir die Schadi- 
gung der Zymase verantwortlich macht, unter diesen Bedin- 
gungen ersichtlich gering ist, war die eigentliche zymatische 
Wirkung véllig erloschen. 

b) Die groBe Bestandigkeit der Carboxylase enthiillt sehr 
hiibsch der folgende Versuch, zu dem ein dialysierter Macera- 
tionssaft aus Hefe UM benutzt wurde. Derselbe war 27 Tage 
im KEisschrank ohne Zusatz eines Antisepticums aufbewahrt; 
er roch faulig und war von Bakterien getriibt. 

I. 8,5 ccm fauliger Saft wurden mit 8,5 com mit Phosphat 
gepufferter m-Brenztraubensiure versetzt. Bei 30° begann so- 
fort Garung. 

Entw. cem CO, nach 1" | a | 208 
45 | 3 | 11 

II. 8,5 com fauliger Saft, 8,5 com gepufferte m-Brenztrauben- 
sdure, 0,3 ccm 40°), iges Formalin; fast sofort trat Garung ein. 
Entw. com CO, nach. ... . » | 2b | 20" 

ee. ae 10 

III. 8,5 ccm fauliger Saft, 8,5 com gepufferte Brenztrauben- 
siure, 0,3 ccm gesittigte Sublimatlésung. Es entsteht eine 
flockige Fallung, die nicht weiter beachtet wurde. Die Garung 
setzt unverziiglich bei 30° ein. 

Entw. com CO, nach 1* | Pa | 20" 
1,5 | 2,0 | 10 

Fiir simtliche 3 Ansatze konnte konstatiert werden, daB 
auch bei 12° Garung eintrat; bei 65° fand in allen 3 Fallen 
ebenfalls Entwicklung von Kohlendioxyd statt. Vgl. zu den 
Temperaturgrenzen die Angaben auf S. 11 bis 25. 

Es wire immerhin méglich, da8 Bakterien neue Carb- 
oxylase gebildet haben. Die Bakterienleiber selbst sind 
jedoch an den Vorgingen der CO,-Entwicklung nicht beteiligt; 
denn filtrierte man die durch das Sublimat erzeugte Fallung ab, 
so erhielt man ein vollig klares, wasserhelles Filtrat, das noch 
Brenztraubensaure zerlegte. 

SchlieBlich sei in diesem Zusammenhange darauf hin- 
gewiesen, da8 nach unseren friiheren Beobachtungen’) auch 











1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 56, 497, 1913; C. Neuberg und 
P. Rosenthal, l. c. 
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die an Hefezeilen gebundene Carboxylase eine groBe Bestiin- 
digkeit aufweist. 


B. Tatigkeit der Carboxylase bei niederen Temperaturen. 

Die Temperaturgrenzen fiir das Wirkungsbereich 
der Hefen-Carboxylase fallen nach unseren Ermitt- 
lungen fast genau mit denen der Zymase zusammen, 
wenn man den normalen Vorgang, d. h. die Vergirung mit 
lebenden Hefen, in Betracht zieht. 

Dieses Verhalten bildet ein neues Argument zu- 
gunsten der Anschauung, daB die Carboxylase ein Teil- 
enzym des Fermentkomplexes ,Zymase“ ist. 

Schon friiher haben wir an zahlreichen Stellen darauf hin- 
gewiesen, daB die Carboxylase ihre charakteristischen Wirkungen 
bei den iiblichen Garungstemperaturen, bei 28° und bei 37°, 
aéuBert. Mehrfach haben wir auch angegeben, daB die Carb- 
oxylase bei niederer Temperatur, z. B. Zimmertemperatur von 
18°, oder auch bei erhéhter Temperatur, z. B. 51°, tatig ist. 
Bei weitem die Mehrzahl aller unserer Versuche ist bei Tem- 
peraturen unter 39° ausgefiihrt gewesen; es ist daher einfach 
unverstindlich, wenn Levene und Meyer’) behaupten, da8 
die Carboxylase erst bei 42° zu wirken beginne! 

Wir geben im folgenden einige neue Versuche wieder, welche 
die Wirksamkeit der Carboxylase bei Temperaturen zwischen 
+ 10° und 20° dartun. Zum Vergleich fiihren wir auch einige 
Versuche iiber die Vergiarbarkeit des Traubenzuckers und der 
Fructose unter den gleichen Bedingungen’) an. 


1. Verhalten der Carboxylase in frischen Hefen. 
Temp. 10° bis 12°. 
a) 17 ccm 9°/,ige Glucose- 6) 8,5 ccm 2 m-Brenztrauben- 
lésung sdiure 
1,7 g Hefe U. 8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe U. 
Nach 12®: 11 com CO,. Nach 125: 5 ccm CO, 
n 248:11 » CO,. 





1) P.A.LeveneundG. M. Meyer, Journ. of Biolog. Chem. 17, 445, 1914. 

*) Die Zuckerlésung war 9°/,ig. Ein Gemisch gleicher Teile 2 m-Dika- 
liumphosphat und 2 m-Brenztraubensiure ist in bezug auf letztere 8,8°/, ig. 
Die Hefe ist stets zu der frisch bereiteten Mischung gesetzt worden. 
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y) 17 ccm 9°/,ige Frucht- 6) 8,5 com 2 m-Brenztrauben- 
zuckerloésung siure 
1,7 g Hefe OM. 8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe OM. 
Nach 125: 11 com CO,. Nach 125: 4 ccm CO, 
n 24D: 9 » CO,. 
Temp. 15°. 
e) 8,5 ccm ™/,-Brenztrauben- | ¢) 8,5 ccm ™/,-Brenztrauben- 
saure saure 
8,5 » ™/,-K,HPO, 8,5 » ™/,-K,HPO, 
1,7 g Hefe XII. 1,7 g Hefe UM. 
Nach 125: 3,5 com CO, Nach 128; 4 ccm CO, 
» 245: 60 » COQ,. n 246: 7 » CO, 
Temp. 18° bis 19°. 
n) 17 ccm 9°), ige Glucose- #) 8,5 com 2 m-Brenztrauben- 
losung sdiure 
1,7 g Hefe U. 8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe U. 
Nach 128: 11 cem CO,. Nach 125: 6,5 com CO, 
| » 2465110 » CO,. 
.) 17 cem 9°/,ige Fructose- x) 8,5 ccm 2 m-Brenztrauben- 
losung saure 
1,7 g Hefe OM. 8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe OM. 
Nach 128: 1lcem CO,. | Nach 125: 8 ccm CO, 


| » 24:41 » CO,. 


Diese und andre &hnliche Versuche sind alle in kurzen 
Eudiometern angesetzt; die Kontrollen auf Selbstgérung sind 
nicht angefiihrt, da am Ende keines Versuches die entwickelte 
Kohlenséuremenge 1 ccm erreichte. 

Bei der vielbenutzten Garungstemperatur von 28° sind 
einige vergleichende Versuche iiber die Vergirung von phosphat- 
gepufferter Brenztraubensiure, die 8,8°/,ig war, und von 
8,8°/,iger Fruchtzuckerlésung ausgefiihrt, die auf den gleichen 
P,0,-Gehalt gebracht war. 


Temp. 28° 


4) 8,5 com m-K,HPO, 











Die 
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8,5 » m-KH,PO, 





1,5 g Fructose 
1,7» Hefe OM. 
Entw.com CO, nach .... 15 (| 8Y | © | 3& 
0,5 ras: Bt oe 


4) 8,5 com 2 m-K,HPO, 
8,5 » 2 m-Brenztraubensaure 








1,7 g Hefe OM. 
Entw. ccm CO, nach Feat Who Wed Be? fo 
ee tae * Re ee ll 
vy) 8,5 ccm m-K,HPO, 
8,5 » m-KH,PO, 
1,5 g Fructose 
1,7 » Hefe XII. 
Entw. com CO, nach .... oe a 1s 3 
0,75 | 25 5 - 
&) 8,5 ccm 2 m-K,HPO, 
8,5 » 2 m-Brenztraubenséure 
1,7 g Hefe XII. 
Entw. com CO, nach .... ee a » | 3 





Se 7.8 4. oe 
Die mitgeteilten Versuche lehren, daB sowohl bei 10° bis 15° 
als bei 18° bis 19° gepufferte Brenztraubensiure von derselben 
Konzentration wie eine Hexosenlésung vergoren wird. Aller- 
dings vergaren der Frucht- und der Traubenzucker unter diesen 
Bedingungen etwas schneller; bei 28° bestand kaum ein Unter- 
schied. 


2. Verhalten der Carboxylase in Hefenpraparaten. 

Fast noch deutlicher als an lebenden Hefen enthiillt sich 
an Macerationsséften die Aktionsfahigkeit der Carboxylase bei 
niederen Temperaturen. 

Zur Verwendung gelangten Safte aus getrockneten unter- 
garigen Hefen UM und K sowie aus kauflicher Miinchener 
Trockenhefe S, die simtlich keine in Betracht kommende Selbst- 
garung aufwiesen. Es zeigt sich hier auch, daB selbst unter 
verschiedensten Bedingungen keine wesentlichen Unterschiede 
in der Zerlegungsstiarke von Traubenzucker und gepufferter 
Brenztraubenséure vorhanden sind. 
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Temp. 10° bis 12% 


a) 15 ccm Saft UM 
1 » 2 m- Brenztrauben- 
saure 
1 » 2m-K,HPO,. 
Beginn der Garung nach 
3 Sek.; sie wird von Minute 
zu Minute starker. 
Nach 35: 3,5 ccm CO, 
» 246: 80 » CO, 
» 365:11,0 » CO,. 





f) 15 cem Saft UM 
2 » 9° ,ige  Glucose- 


losung. 


Beginn der Garung nach 
15 35’. 


Nach 35: 1,2 ccm CO, 
» 246: 40 » CO, 
» 365: 6,5 » CO,. 


Temp. 14° 
y) 10 com Saft K 6) 10 ccm Saft K 
4 » H,O 4 » H,O 
1 » 2 m- Brenztrauben- 2 » 9°/,ige Trauben- 
siure zuckerlosung. 


3 wo m-K,HPO,. 
Nach 15’: 1,0 cem CO, 
» 30’: 2,0 » CO, 
n 45': 2,5 » CO, 
» 60’: 3,0 » CO, 
” 2b; 5,0 » CO, 
” 15%; 6,0 ” CO, ) 
” 24h; 6,5 ” CO,. 





Nach 15’: 1,0 com CO, 
» 30: 2,0 » CO, 
» 45': 30 » co, 


» 60’: 3,5 » 00, 
” 2h: 6,0 » CO, 
» 155: 7,0 » CO, 
n 246: 7,0 » CO,. 


Temp. 16 bis 18°. 


e) 10 com Saft UM 


4 » H,O 
1 » 2 m-Brenztrauben- 
saure 


1 » 2m-K,HPO,. 

Nach 30’: 2 ccm CO, 
n 465: 8 » CO, 
» 60: 4 » CO, 
» 12%: 9 » (CO,. 





n) 16,0 com Saft S 
0,14 » wasserfreie Brenztraubensiure. 


¢) 12 ccm Saft S 
2 » 2 m- Brenztrauben- 
saure 
2 » 2m-K,HPO,. 
Gart deutlich nach 3’. 
Nach 30’: 4 ccm CO, 
n 45’: 6 » Co, 
» 60: 7 » CO, 
» 125:11 » CO,. 
(Nach 20° noch vollig klar.) 








a eager 
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Sofort Niederschlag. Girt nach 1" noch nicht. 
Nach 125: 1,5 ccm CO, 
» 155: 20 » CO 


™ 

Die beiden letzten Versuche zeigen zugleich sehr schén 
die Beeintrachtigung der Carboxylasewirkung durch freie Brenz- 
traubensdure (vgl. 8S. 70 bis 75). DaB auch gelagerter Saft bei 
12° wirkt, wurde schon S. 10 angefiihrt. 

Die Hefencarboxylase wirkt nun bei niederen Tem- 
peraturen nicht nur auf die Brenztraubensaure, sondern auch 
auf andere Ketosiuren, so auf die Oxalessigsaure, die a- 
Ketobutterséure und die Methyl-athyl-brenztrauben- 
saéure; andere Ketosauren sind nach dieser Richtung nicht gepriift. 


Temp. 14° 
yn) 10 com Saft K 





2 » H,O 
4 » ™/,-Oxalessigsiure. 
Entw. com CO, nach ... 15° | 30 | 453° | 60 | @& 
a a ee oe ee ee 


?) 10 ccm Saft K 
2» H,O 
4 » ™/,-Methylathylbrenztraubensaure. 
Entw.cem CO, nach 15 | 30 | 45° | 60 | 15" | 24 
 b.. Bil See Be ef 





Diese Garung der a-Ketocapronséure setzte geradezu stiir- 
misch ein. 


Temp. 16 bis 18° 
t) 12 ecm Saft S 
(starke Ausflockung) 
4 » ™/,-Oxalessigsiure. 
ee: cok OO, Wadi 6 6. OW ee Ww” | sy | 12 
Sib atk: Sy 





x) 13 ccm Saft S 
(kraftige Ausflockung) 
2 » m-a-Ketobutterséure. 
Me. GON I NE ge ge eo 1” | sy | 12 
l 
| 
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Temp. 28°. 
A) 10 cem Saft UM 
4 » H,O 
2 » m-a«-Ketobuttersiure. 
Entw. com CO, nach ... 15 | 30 | 45 | 60° | 2 
ee ee ee 
uu) 10 ccm Saft UM 
4 » H,O 
2 » ™/,-Methylathylbrenztraubensaure. 
Entw. com CO, nach ... 15’ | 30 | 45° | 67 | 2& 
0-14 “ae are ee 


C. Tatigkeit der Carboxylase bei hohen Temperaturen. 
Als unterste Temperaturgrenze, bei der wir Carb- 
oxylase noch wirksam fanden, kann vorliufig +-10° gelten; 
wahrscheinlich liegt das Minimum noch etwas tiefer. Als 
oberste Grenze haben wir rund + 70° ermittelt. Das gilt fiir 
frische Hefen, wahrend fiir Hefenpriparate*) (Saéfte und Trocken- 
praparate) die kritische Temperatur zwischen 65 und 68° liegt. 
Die Tatsache, daB sich die Breite der Fermentwirkung 
iiber 60° erstreckt, ist gewiB bemerkenswert. Die Reaktions- 
produkte sind nach Untersuchungen an der Brenztraubensaure 
im ganzen Temperaturbereiche qualitativ die gleichen. 
Angendhert parallel mit der Tatigkeit der Carb- 
oxylase bei hohen Temperaturen geht auch die Wirk- 
samkeit der Zymase. Das trifft jedoch nur fir frische 
Hefen zu. Bei der zellfreien Garung ist die Zymase 
viel weniger widerstandsfiahig, sie erlosch bei unseren 
Macerationssaéften schon gegen 51°. 


1, Verhalten der Carboxylase in frischen Hefen. 

Zunachst wahlten wir als Girungstemperatur fiir die frischen 
Hefen die Zone, in der die ,,Zymase“ in Macerationssiften zu- 
grunde geht, nimlich 50 bis 52°. 

Die folgenden Versuche sind in Schrétterschen Garungs- 
rdhrchen von 12 ccm Kapazitaét angestellt; diese befanden sich 
in einem als Thermostat dienenden groBen Jenenser Becher- 
glase. Die angegebenen Temperaturen sind stets die im Inneren 


1) Vgl. hierzu die Angaben S. 22 bis 25. 




















der Garrdhrchen herrschenden. Sie wurden an einem Thermo- 
meter abgelesen, das durch ein mit dem offenen Schenkel 





verbundenes Glasrohr eingefiihrt wurde. 


Temp. 50 bis 52°. 


Entw. 


Entw. 


Entw. 


Entw. 


Entw. 


«) 8,5 ccm 2 m-Brenztraubensaure 
8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe OM. 


Fortges. Unters. iiber Carboxylase u. andere Hefenfermente. 


Da mit der Méglichkeit gerechnet werden muBte, daB die 
extrem hohe Temperatur in Gegenwart von Phosphat eine ab- 
norme Steigerung der Selbstgirung bedingen méchte, so ist 
hier und in den folgenden Fallen der Umfang der Eigengirung 
in Gegenwart der gleichen PO,-Rest-Konzentration besonders 
ermittelt; es zeigte sich, daB sie in allen Fallen vernachlassigt 
werden kann, wenigstens fiir unsere Versuchszeiten. 














om GO, mach . iw cee tes 30 45° =| = «60 
5 ae 11 
Kontrolle auf Selbstgirung der Hefe OM. 
6) 8,5 com m-K,HPO, 
8,5 » m-KH,PO, 
1,7 g Hefe OM. 
one GO, weet 6 ons nt 08 ee ae 
a) +) ee 
y) 8,5 ccm 2 m-Brenztraubensaéure 
8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe XII. 
oun Gs OO. ck es tte 30’ 45’ 60’ 
ee a ae a 
Kontrolle auf Selbstgirung der Hefe XII. 
6) 8,5 ccm m-K,HPO, 
8,5 » m-KH,PO, 
1,7 g Hefe XII. 
CURR MOON ke oe se es 30’ | 45° 60’ 
0 | 0 | Spur 
s) 8,5 ccm 2 m-Brenztraubensaure 
8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe K. 
com CO, nar, 2 we ew ee es ei wil 
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C. Neuberg: 


Kontrolle auf Selbstgiérung der Hefe K. 
¢) 8,5 com m-K,HPO, 
8,5 » m-KH,PO, 
1,7 g Hefe K. 
Entw. com CO, nach .... C2 oe 
ee ee ee 
Zum Vergleich seien nun einige Versuche uber die Ver- 
garung von Traubenzucker, Fructose und Saccharose durch die 
Hefe OM bei 50 bis 52° mitgeteilt, die ein Jahr spiter vor- 
genommen wurden. 
n) 8,5 com 2 m-Brenztraubensaure 
8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe OM. 
Entw. com CO, nach ....2...-> 15’ | 
ee 








8) 17,0 com H,O 
0,75 com fester Traubenzucker 
1,7 g Hefe OM. 
Entw. com CO, nach | 80° 





‘t) 17,0cem H,O 
0,75 com fester Fruchtzucker 
1,7 g Hefe OM. 
Entw. oom CO, mach .......-. 





*) 17,0ccm H,O 
0,75 g Rohrzucker 
1,7 g Hefe OM. 
Entw. com CO, nach 1’ | so | (4B 
ee GE Saas ie 
Wie man sieht, girt die Brenztraubensaéure besser als der 
Traubenzucker; die Fructose wird aber auch unter diesen un- 
gewohnlichen Bedingungen am leichtesten umgesetzt. 
Entsprechende Versuche wurden alsdann bei einer rund 
10° héheren Temperatur ausgefiihrt. 


Temp. 60 bis 61°. 
a) 8,5 ccm 2 m-Brenztraubenséure 


8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe OM. 
Entw. com CO, nach 15’: 11. 
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Kontrolle auf Selbstgarung der Hefe OM. 
6) 8,5 cem m-K,HPO, 
8,5 » m-KH,PO, 
1,7 g Hefe OM. 
. com CO, nach 15’: 0. 


y) 8,5 ccm 2 m-Brenztraubensaure 
8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe XII. 
Entw. com CO, nach 15’: 11. 


Kontrolle auf Selbstgarung der Hefe XII. 
6) 8,5 cem m-K,HPO, 
8,5 » m-KH,PO, 
1,7 g Hefe XII. 
. com CO, nach 15’: 0. 


e) 8,5 ccm 2 m-Brenztraubenséure 
8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe K. 
. cem CO, nach 10’: 11. 


Kontrolle auf Selbstgarung der Hefe K. 
¢) 8,5 ccm m-K,HPO, 
8,5 » m-KH,PO, 
1,7 g Hefe K. 
Entw. ccm CO, nach 10’: 0, nach 1": 0. 


Die mitgeteilten Daten lehren, daB mit einer Steigerung 
der Temperatur die Carboxylase schneller wirkt. Offenbar ist 
die Carboxylase bei 60 bis 61° noch sehr wirksam. 

Das Bild andert sich jedoch bei einer weiteren Erhéhung 
der Temperatur um 5°; bei 65 bis 66° laBt die Tatigkeit der 
Carboxylase erheblich nach und zugleich ist auch die Zymase- 
wirkung der betreffenden Hefen fast erloschen. 


Temp. 65 bis 66°. 
a) 8,5 ccm 2 m-Brenztraubensaure 


8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe OM. 

Entw. com CO, nach .... 1 |= 6 
4 








C. Neuberg: 


Kontrolle der Hefe OM auf Selbstgarung. 
6) 8,5 com m-K,HPO, 
8,5 » m-KH,PO, 
1,7 g Hefe OM. 
.com CO, mach .... Pt ae Ame | 168 
0 | 0 | Spur | Spur 
y) 17,0 cem 9°/, ige Traubenzuckerlésung 
1,7 g Hefe OM.?) 
.oom CO, nach .... © | Oo | go | 168 
3 ee ea ft. a 
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6) 8,5 ccm 2 m-Brenztraubenséure 
8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe U. 
. com CO, mach .... » | @ | gr 
a ee ae ae 
Kontrolle der Hefe U auf Selbstgarung. 
é) 8,5 ccm m-K,HPO, 
8,5 » m-KH,PO, 
1,7 g Hefe U. 
. com CO, nach .... de a Se. | 168 
0 | oO | Spur | 0,25 








¢) 17,0 ccm 9°/, ige Traubenzuckerlésung 
1,7 g Hefe U. 
. com CO, nach .... Re Pe Oe ee 2 aoe. 
e 1.1 el ae 





Die Abschwachung’*) bzw. die Aufhebung der Garwirkung 
bei 65 bis 66° ist nicht véllig scharf. In einigen Versuchen 
mit ganz frischer und sehr giarkriaftiger Hefe XII und U haben 
wir gelegentlich eine starkere Entwicklung von CO, beobachten 
k6énnen und zwar bis zu Temperaturen von 69°; die Vergirung 


1) Bei einer Wiederholung dieses Versuches mit derselben Hefe OM 
1 Jahr spater erwies sich die Hefe als viel kraftiger. Unter gleichen 
Bedingungen waren die Werte: 
nach 15’ 30’ 60’ 
fiir gepufferte Brenztraubensaure 4,5 9 10 
» d-Glucose | 6 ee 
» d-Fructose 8 | 95 
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des Traubenzuckers blieb jedoch stets hinter der der Brenz- 
traubensadure zuriick. 
Uber die Wirksamkeit gelagerten Saftes bei 65° siehe die 
Angabe auf S. 10). 
Temp. 71 bis 72°. 
«) 8,5 com 2 m-Brenztraubenséure 
8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe OM. 


Wahrend des Anwachsens der Innentemperatur trat natiir- 
lich Gasentwicklung ein. Bei 70 bis 71° stiegen 30 Minuten lang 
noch vereinzelte Blischen auf, von einer Girung war jedoch 
keine Rede mehr. 

8) 8,5 cem 2 m-Brenztraubensiure 
8,5 » 2m-K,HPO, 
1,7 g Hefe XII. 


Das Verhalten war genau wie beim voraufgehenden Ver- 
such. Steigert man die Temp. auf 72°, so hort auch die spar- 
liche Entwicklung kleiner CO,-Blasen alsbald auf. 

Diese Versuche sind wiederholt mit dem gleichen Ergebnis 
ausgefiihrt. Nur 2 mal erwies sich die Hefe UM als sehr viel 
resistenter, indem sie bei 80° noch betrachtlich, bei 90° noch 
wahrnehmbar sowohl Fruchtzucker wie gepufferte Brenztrauben- 
siure (unter obigen Bedingungen) zerlegte. Bei 98° war jede 
Wirkung auch hier erloschen. Bemerkenswerterweise gingen 
in diesem Ausnahmefall Carboxylase- und Zymasetitigkeit eben- 
falls vollkommen parallel. 

SchlieBlich seien noch einige Versuche mit je zwei ober- 
garigen Hefen und einer Unterhefe angefiihrt, die 
vor Zugabe der Substrate 30 Minuten lang auf 55° 
erhitzt gewesen waren. Die Garansitze wurden sodann bei 
37° vorgenommen. 

Je 50g Hefe OM, XII und U wurden mit 50 ccm Lei- 
tungswasser zu einer gleichmaBigen Suspension angeriihrt und 
dann */, Stunde auf 55° erwarmt. 

1. 5ccm 2 m-Brenztraubensaure 
5 » 2m-K,HPO, 
5 »  Hefensuspension OM. 
Beginnt bei 37° nach 30’ zu giéren; nach 12": 11 com CO,. 
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C. Neuberg: 


2. 10 ccm 9°/, ige Glucoselésung 

5 » Hefensuspension OM. 
Gart nach 30’ nicht; nach 12:6 com CQ,. 
3. 5ccem 2 m-Brenztraubensaiure 

5 » 2m-K,HPO, 

5 » Hefensuspension XII. 
Nach 30’:0; nach 12:11 cem PO,. 
4. 10cem 9°/,ige Glucoselésung 

5 » Hefensuspension XII. 
Nach 30’:0; nach 128:9 com COQ,. 


Die untergarige Hefe U zeigte hier nach gleicher Vorbehand- 
lung keinerlei Wirksamkeit mehr, weder gegen gepufferte Brenz- 
traubenséure noch gegen Traubenzucker. 

Jedenfalls kann Carboxylase in vorher auf 55° erwarmten 
frischen Oberhefen noch vorhanden sein. 


2. Verhalten der Carboxylase in Hefepraparaten. 

Schon friiher haben C. Neuberg und P. Rosenthal?) 
angegeben, daB durch Erhitzen auf 50 bis 51° garkraftige Ma- 
cerationssaéfte derartig verandert werden, daB die Zymase- 
tatigkeit erloschen ist, waihrend die Carboxylase noch wirkt. 
Diese Erscheinung ist jetzt einer genaueren Untersuchung unter- 
zogen worden. Die Inaktivierung der Zymase kann bei Tem- 
peraturen zwischen 50 und 65° erfolgen. Bei 70° findet vél- 
lige Zerstérung statt, bei 65° wird die Carboxylase schon recht 
deutlich geschwacht. Wie friiher konnten wir auch jetzt fest- 
stellen, daB die Carboxylase bei den Temperaturen der Zymase- 
inaktivierung noch wirksam ist. Uber die Einzelheiten geben 
die folgenden Daten AufschluB: 


Temp. 54°. 

175 com Saft UM wurden 35 Minuten lang im konstanten 
Wasserbade auf 54° erhitzt. Dann wurde vom Koagulum ab- 
filtriert. Das klare hellgelbe Filtrat enthielt noch in der Siede- 
hitze gerinnendes und durch Sauren ausfallbares EiweiB. 

a) 14 ccm dieses inaktivierten Saftes, 
1 » 2m-Brenztraubensiaure, 


1 » 2m-K,HPO,. 
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Die klare Lésung') beginnt schon in der Kalte (-+- 10 bis 12°) 
nach 1 Minute zu garen. 

Entw. ccm CO, nach | 245 | 49s 
15 | 475 | 105 

Die Schwachung der Carboxylase durch die vorangegangene 
Erwarmung auf 54° ist nicht sehr erheblich. Das lehrt der Ver- 
gleich mit Versuch « des Abschnittes B. 2 (S. 14), der mit demselben 
Macerationssaft UM im nativen Zustande angestellt worden ist. 

b) Nach Zusatz von 2 ccm 9°/,iger Traubenzuckerlésung 
zu 14 ccm des inaktivierten Saftes UM trat weder in der Kilte, 
noch bei 28° oder 37° Garung ein, ebensowenig wurde Rohr- 
zucker vergoren, obgleich Inversion erfolgt war’). 

c) Ein weiterer Brenztraubensdureversuch mit einem zu 
anderer Zeit dargestellten inaktivierten Saft UM ist unter d 
im Abschnitt A. 1 (S. 5) beschrieben. 

d) Der bei 54° vorbehandelte Saft UM vergor auch bei 
54° gepufferte Brenztraubensiure. 

Temp. 60°. 

200 com Macerationssaft K wurden 5 Minuten auf 60° 
gehalten und dann filtriert. 

e) Das klare Filtrat verhielt sich wie der Saft des Ver- 
suches a. AuBerdem wurde noch festgestellt, daB die gepuf- 
ferte, aber nicht die freie Brenztraubenséure bei 60° kraftig 
vergor, wobei im ersten Fall das Gemisch anfangs klar blieb, 
sich innerhalb 3 Stunden aber wieder triibte. (Neue Warme- 
koagulation von EiweiB.) 

Temp. 61°. 

200 ccm Macerationssaft aus kauflicher Trockenhefe nach 

von Lebedew wurden 5 Minuten bei 61° inaktiviert und filtriert. 


f) 13 ccm Filtrat, 
2 » 2m-Brenztraubensaure, 
2 » 2m-K,HPO,. 
Entw. ccm CO, bei 37° nach . nw | w | w | Co 
a. te. a 
1) Auch auf Zusatz von 2 ccm freier m-Brenztraubensaure tritt 
eine, wenn auch schwichere Giarung ein. Nach 48 Stunden waren 
5,5 cem CO, aus dem stark getriibten Gemisch entwickelt. 
*) Daraus folgt, daB eine waBrige Invertinlésung, die Eiwei8 ent- 
halt, linger als */, Stunde auf 54° erhitzt werden kann, ohne daB die 
Invertase zerstért wird. 
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C. Neuberg: 


g) 12 ccm desselben Filtrats, 
0,5 » freie 2m-Brenztraubensaure. 
Es erfolgt Triibung, die sich alsbald zu Flocken verdichtet. 
Entw. com CO, bei 37° nach 15’ | 380 | 45’ | 60° | 148 
Ee a ae Se ae 
Temp. 65° bis 68°. 
200 ccm Saft S wurden 5 Minuten bei 65° bis 68° gehalten. 
Das klare Filtrat des entstandenen Koagulums enthielt noch 
ausfallbares EiweiB. 
h) 12 ccm Filtrat, 
2 » 2m-Brenztraubensaure, 
2» 
Entw. ccm CO, bei 37° nach 








i) 16 ccm desselben Filtrats, 
0,5 » freie 2m-Brenztraubensiure. 
Entw. com CO, bei 28° nach ee ae 
SR Se ae ae 





Temp. 70°. 

Je 200 ccm Saft UM wurden einmal 5 Minuten, dann 
3,5 Minuten und schlieBlich 2 Minuten auf 70° erhitzt. Keine 
der filtrierten Saftproben, die simtlich noch koagulables Eiwei8 
enthielten, war imstande, freie oder gepufferte Brenztrauben- 
siure innerhalb 36 Stunden zu zerlegen. 

Es verdient hervorgehoben zu werden, daB die obere 
Temperaturgrenze der Carboxylase gleich gefunden wird, einerlei, 
ob die Priifung mit frischem Hefenmaterial oder Macerations- 
siften erfolgt. 

Diesen Produkten schlieBen sich im Verhalten die Trocken- 
hefen selbst an, die in ihren Eigenschaften gewissermaBen in 
der Mitte zwischen frischem und zellfreiem Material stehen. 

Untersucht wurden die beiden Trockenhefen UM und 
K, die auch zur Bereitung der mehrfach erwahnten Macerations- 
sifte dienten. Es wurde festgestellt, daB beide bei 60 bis 61° 


goren. 
Temp. 60 bis 61°. 


k) 8,5 ccm 2 m-Brenztraubensaure, 
8,5 » 2m-K, HPO,, 
1,0 g Trockenhefe K. 
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Beginnt sofort zu giren. Nach 15 Minuten 10 ccm CO,. 
1) 8,5 ccm 2 m-Brenztraubensiure, 

8,5 » 2m-K,HPO,. 

1,0 g Trockenhefe UM. 

Gart alsbald; nach 15 Minuten 1 ccm CO,, nach 60 Mi- 
nuten 3,5 ccm entwickelt. 

Temp. 65°. 

In gleicher Weise wurde die Wirksamkeit von Carboxylase 
in Trockenhefen bei 65° festgestellt. 

Die Trockenhefen UM und K lieBen zugleich eine, wenn 
auch schwache Einwirkung auf Traubenzucker bei 65° er- 
kennen. Die Priifung geschah durch Einwirkung von 1 g der 
Trockenhefe auf je 17 ccm 9°/,ige Glucoselésung bzw. auf mit 
Phosphat gepufferte m-Brenztraubenséuremischung. 


D. Wirkung von Zusdtzen auf die Carboxylase. 


1. Einflu8 von Pufferungsgemischen. 


Von den Wirkungen der Carboxylase ist die auf Brenz- 
traubensaéure von uns am haufigsten untersucht, da diese Saéure 
die nachsten Beziehungen zu den Vorgangen der alkoholischen 
Girung haben diirfte. Wiederholt konnten wir darauf hinweisen, 
daB die Umsetzung der freien Brenztraubenséure angesichts der 
groBen Starke dieser Saéure besonders merkwiirdig ist; es hat 
fast den Anschein'), als ob eine gewisse Anpassung der Hefe 
an die Brenztraubensiure vorhanden sei. Die kraftige Saure- 
natur der Brenztraubenséure macht sich naturgemaéB am meisten 
geltend, wenn sie mit empfindlichen Fermentpraparaten in Be- 
rihrung kommt. Dies gilt insbesondere fiir die sogenannten 
Macerationssafte, in denen die Brenztraubensaéure wie jede an- 
dere Siure EiweiBniederschlige erzeugt*). Wir sind deshalb 


1) Vgl. hierzuC. Neuberg und L. Czapski, diese Zeitschr. 67,51, 1914. 

*) Die gegenteilige Angabe von M. Oppenheimer, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 93, 256, 1914, entspricht nicht den Tatsachen und steht 
im Widerspruche zu allen Erfahrungen iiber die Saurefallung der 
Proteine. DaB Saéuren ganz allgemein Hefens&fte fallen, ist seit den 
Untersuchungen von Buchner (Zymasegirung, 8.72) eine bekannte 
Tatsache. Buohner gibt ferner (I. c. 8. 145) an, daB schon der Zu- 
satz von 0,1°/, Weinsaéure sogleich eine Ausfallung bewirkt und die 
Garkraft vernichtet. Einige Male, wo wir PreBsaft und Macerations- 
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26 C. Neuberg: 


schon friiher darauf bedacht gewesen, die Siurewirkung der 
Brenztraubensaure auf eiweiBhaltige Carboxylase-Safte zu mil- 
dern, bzw. aufzuheben. Zu diesem Zwecke bedienten wir’) uns 
der Pufferungssysteme im Sinne von Sérensen und haben 
Phosphate, Arsenite und Borate mit Erfolg benutzt. Gleich- 
zeitig mit uns hat auch Harden’*) zum Studium der Carboxy- 
lase die Anwendung der Phosphatpufferung empfohlen und 
bewahrt gefunden und W. Zaleski*) hat in Ubereinstimmung 
mit uns gezeigt, daB die Carboxylase héherer Pflanzen oft auf 
freie Brenztraubenséure nicht mehr einwirkt und jedenfalls 
die Salze besser zerlegt. 

Eine weitere Bestaétigung unsrer Angaben iiber den Nutzen 
der Pufferung haben neuerdings W. Palladin, N. Gromoff 
u. N. N. Monteverde‘) geliefert. 

Es ist klar, daB die Rolle der Pufferungssysteme bei der 
Benutzung lebender Hefen nicht so wichtig ist, da hier der 
gesamte Zellinhalt einen Vorrat an natiirlichen Moderatoren”) 
darstellt. Da je nach den Ernahrungs- und Ziichtungs- 
bedingungen das Milieu der Hefen ein wenig schwankt, so 
kénnte es unter giinstigen Bedingungen theoretisch vorkommen, 
daB ein besonderer Zusatz von Pufferungsmitteln keinen 
wesentlichen EinfluB auf die Brenztraubenséuregarung erkennen 
lieBe. Wir haben bei der mehrjahrigen Beschaftigung mit 
diesem Gegenstande einen ausgesprochenen Fall dieser Art 
allerdings nicht erlebt; wir teilen im folgenden eine Reihe ver- 
gleichender Untersuchungen iiber die Vergarung gepufferter 
saft vergleichen konnten, erwies sich letzterer durch gleiche Siuremengen 
stirker koagulierbar. — Selbst saure Salze erzeugen Gerinnsel (Buchner 
und Klatte, diese Zeitschr. 8, 533, 1908. — Vgl. auch Meisenheimer 
Gamberjan und Semper, diese Zeitschr. 54, 109, 1913.) Die Angaben 
von M. Oppenheimer werden ferner durch die Feststellungen aller 
im folgenden erwahnten Autoren widerlegt. 

1) C. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 132, 1913; 
Chem. Centralbl. 13, II, 8. 57. 

*) A. Harden, Chem. Centralbl. 13, II, 1888. 

8) W. Zaleski, Diese Zeitschr. 47, 185, 1912; 48, 175, 1913; Ber. 
d. dtsch. botan. Ges. 31, 353, 1913. 

4) W. Palladin, N. Gromoff u. N. N. Monteverde, Diese 
Zeitschr. 62, 140, 1914. 

5) Im Sinne von K. Spiro u. M. Koppel, Diese Zeitschr. 65, 


409, 1914. 
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und nichtgepufferter Brenztraubensiure mit, die ausnahmslos 
die auffallige Wirkung der Moderatoren dartun’). 

Zunachst seien einige abgekiirzte Versuche mitgeteilt, 
d. h. solche, die Vergleichsbestimmungen in Schrétterschen 
Garroéhren mit QuecksilberverschluB sind. Die Priifung geschah 
mit frischen Hefen und Macerationssaften, gelegentlich auch mit 
einigen Trockenhefen. 


I. Wirkung von Pufferungsgemischen bei frischen 











Hefen. 
Temp. 37°. 
a) 13,5 com H,O 
1,5 » 2 m-Brenztraubensiure 
1 g Hefe UM. 
mR: CE: CD MN. eae ee YY | &@ 
02 | 238 
B) 12,0 ccm H,O 
1,5 » 2 m-Brenztraubensaure 
1,5 » 2m-K,HPO, 
1 g Hefe UM. 
eee. own CO gah. te et er - | 
5 | 5 
y) 10 ccm H,O 
5 » 2 m-Brenztraubensaure 
1g Hefe UM. 
ge ‘ » | 1 
025 | 138 
6) 5ecm H,O 
5 » 2 m-Brenztraubensaéure 
5 » 2m-K,HPO, 
1g Hefe UM. 
Entw. oom CO, mach. ....... ae ore ae ae 





06 | 11 


1) Anm. bei der Korr. Auch A. Bau (Wochenschr. f. Brauerei 32, 
153, 1915) hat jiingst mitgeteilt, da8 durch seine Trockenhefen freie 
Brenztraubensaéure nicht angegriffen wurde, waihrend Pyruvinate unter 
dem Einflu8 der natiirlichen Puffer der Hefen (saurer Phosphate) zer- 
legt wurden. 
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Entw. 


Entw. 


Entw. 


Entw. 


Entw. 


Entw. 


C. Neuberg: 


é) 10 ccm H,O 
5 » 2 m-Brenztraubensaure 























1g Hefe OM. 
om 00, nach.... 87 | # | @ 24% 
0 | Spur | Spur Spur 
¢) 5cem H,O 
5 » 2m-K,HPO, 
5 » 2 m-Brenztraubensaéure 
1g Hefe OM. 
com CO, nach .... 2 | 4h | = 6B 24» 
SS Se Ve _ 
n) 10 ccm H,O 
5 » 2 m-Brenztraubensaiure 
1g Hefe XII. 
com CO, nach .... ae Ge ae 245 
0.5 | 05 | 0,75 1,75 
8) 5cem H,O 
5 » 2m-K,HPO, 
5 » 2 m-Brenztraubenséure 
1g Hefe XII. 
com CO, nach .... ae | 4» | gh 24 
“Sas Cae ek aa 11 
t) 10 ccm H,O 
5 » 2 m-Brenztraubensaure 
1g Hefe K. 
com CO, mach .... > | # | @ 246 
ey Re ee 1,5 
x) 5cem H,O 
5 » 2m-K,HPO, 
5 » 2m-Brenztraubenséure 
1g Hefe K. 
com CO, nach .... ee ee ee 24 
St diie.d. OS 11 
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4) 10 ccm H,O 
5 » 2 m-Brenztraubensaure 





1g Hefe K. 
Entw. com CO, nach ... . =» | » | & 22h 
Se Eee Bee 


Entw. com CO, 


Temp. 28°. 


Entw. com CO, 


Entw. com CO, 


Entw. com CO, 


Entw. oom CO, 


Entw. oom CO, 


#) 10 ccm ™/,-Na,B,O, (warm gemischt mit) 
5 » 2 m-Brenztraubensaure 





1g Hefe K. 
mar ie: a Ga ee ee 22h 
TE Se ee ee a 


a) 10cem H,O 
5 » 2m-Brenztraubensaure 





1g Hefe OM. 
er: Ie Ee ee 
0 | Spur | Spur 0,5 
6) 5ccm H,O 


5 » 2m-K,HPO, 
5 » 2m-Brenztraubensaure 











1g Hefe OM. 
OO ke aks qo | 4 6 86| 248 
. 2 ae: Pee inte 
y) 10ccm H,O 
5 » 2m-Brenztraubensaiure 
1g Hefe UM. 
rr » | » | @ | @ 
ed as 05 | 1,5 
6) 5ccm H,O 
5 » 2m-K,HPO, 
5 » 2m-Brenztraubensiure 
1g Hefe UM. 
ae. a a 
Sorc ce) eit. eS 


e) 10ccm H,O 
5 » 2m-Brenztraubensaure 
1g Hefe XII. 
eek wie @ + B&B 1. 8. | 
0,5 05 | 0,75 2,5 
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Entw. 


Entw. 


Entw. 


Entw. 


Entw. 


Entw. 


Entw. 





C. Neuberg: 


wy 
— 


5com H,O 

6 » 2m-K,HPO, 

5 » 2m-Brenztraubensiure 
1g Hefe XII. 

om CO, nach .... * | # | @ | 2 





Ratu &#- 5 8° TS 





n) 10 ccm H,O 
5 » 2m-Brenztraubensaéure 
1g Hefe K. 
ge ie 2s | ci 





8) 5ccm H,O 
5 » 2m-K,HPO, 
5 » 2m-Brenztraubensaure 


1g Hefe K. 
— fe eee ae ee a | 4» 





‘) 10ccm H,O 
5 » 2m-Brenztraubensaure 





1g Hefe K. 
oom CO, mach .... 2 | 4 | oF | 12 
0 | Spr | o5 | 1 
») 5ccem H,O. 


10 » ™/,-Na,B,O, (warm gemischt mit) 
5 » 2m-Brenztraubensiure 





1g Hefe K. 
cm (CO, nach .... @ | #@ | o | 12 
(eh ee es 


A) 8,5 ccm 2 m-Brenztraubenséure 
8,5 » H,O 
1 g Hefe OM. 
com CO, nach 1*: 0. 


m#) 8,5 com 2 m-Brenztraubenséure 
8,5 » 2m-KH,BO, 
1 g Hefe OM. 


com CO, nach 1*: 11 com. 
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vy) 8,5 com 2 m-Brenztraubensiure 
8,5 » H,O 
1 g Hefe U. 
ee ee y | * | ow 
0 0,5 | 0,75 


Entw. com CO, nach 





Sve 
~— 


8,5 ccm 2 m-Brenztraubensaure 
8,5 » 2m-KH,BO, 
1 g Hefe U. 


Entw. com CO, nach ......-.- 1* | 2 | 2,5" 


5 a ee 





IT, Wirkung von Pufferungsgemischen bei 
Macerationssdften. 
Temp. 37°. 
a) 15,0 ccm Saft S 
15 » H,O 
1,5 » 2m-Brenztraubensaure. 


Es erfolgt vollstandige Gelatinierung. 
B) 15,0 ccm Saft S 
1,5 » 2m-K,HPO, 
1,5 » 2m-Brenztraubensaure. 
Die Mischung bleibt véllig klar. 


Entw. com CO, nach .......-. 5’ | 10 15’ 


6,5 9 | 3 





y) 7,5 com Saft S 
7,5 » ™/,,-Na,B,0, 
0,75 » 2m-Brenztraubensaure. 
Entw. com CO, nach. ... 10 80 





| 45° | 60° | 158 | 248 
0,25 | 05 | 0,75 | 08 | 35 | 5 


| 





6) 15,0 ccm Saft S 
1,5 » 2m-K,HAsO, 
1,5 » 2m-Brenztraubensaure. 
Entw. com CO, nach »,. 5’ wv | w | wt] 


U 


475; 65 | 7 | 75 | 85 
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32 C. Neuberg: 


€) 16,0 ccm Saft UM 
0,14 » wasserfreie Brenztraubensdure 





(= 0,178 g). 
Gart nach 6”. 
Entw. com CO, nach .... 15 | 30 ‘| 45 ‘| ~ 60 
Se ae ae eS ae he 


¢) 12cem Saft UM 
2 » 2m-Brenztraubensdure 
2ccm 2m-K,HPO, 
Gart nach 4” stark. 
Entw. com CO, nach .... Oe a ee ee 
en a Se ae ee 





») Zum Vergleich sei ein Versuch mit Rohrzucker an- 
gefiihrt, der gleichzeitig angestellt wurde. 
16,0 com Saft UM 

1,8 g Rohrzucker. 

Entw. com CO, nach .... 15’ 30’ 
“Se a 


45° | 60’ 





— 
~ 


Die Safte S und UM zeigten, wie nochmals ausdriicklich 
betont sei, innerhalb 36 Stunden keine merkliche Selbstgérung. 
Temp. 28°. 

a) 15,0 ccm Saft S 
1,5 » 2m-Brenztraubensaure. 
Es trat vollstaindige Koagulation ein. 


B) 15,0 ccm Saft S 
oa m-K,HPO, 
1,5 » 2m-Brenztraubensaure. 
Entw. com CO, nach .... 5! = ae see 
35 | 6,5 8 | 11 





vy) 7,5 ccm Saft § 
7,5 » ™/ ,-Na,B,0, 
0,75 » 2m-Brenztraubensiure. 
Entw. com CO, nach... . 15’ | 30 | 45’ | 60’ | 158 | 248 





05 | 06 | 08 | 1 | 80 | 55 
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6) 15,0 ccm Saft S 
1,5 » 2 m-K, HAsO, 
1,5 » 2m-Brenztraubensaure. 
Entw. com CO, nach ... 15’ | 30 45° | 6 | 15 





e) 14 ccm Saft UM 
1 » H,O 
1 » 2m-Brenztraubensiure. 
Es trat starke Fallung ein, doch war der Versuch durchfiihrbar. 
Entw. com CO, nach... 15’ | | 30 | 45’ | (60 = 
es eS a a ee he a 
f) 14 ccm Saft UM 
1 » 2m-K,HPO, 
1 » 2m-Brenztraubensiure. 
Entw. com CO, nach ... 15 | 30% | 45° = 60 | 2 





j 


3 oe | 2 eae | = 

Von der Wiedergabe weiterer Versuche, die alle gleich- 
sinnig verliefen, kann abgesehen werden. Es sei aber darauf 
hingewiesen, daB sich die giinstige Wirkung der Pufferung auch 
bei der Vergarung der Brenztraubensiure unter ungewohnlichen 
Bedingungen (vgl. S. 4, 5, 7, 9 usw.) in entsprechender Weise 
geltend macht, d.h. mit zellfreien Dauerpriparaten, mit dialy- 
sierten oder ausgegorenen Saften. 

Weiter angestellt wurde eine Reihe von 
Versuchen mit frischen Hefen und mit Hefesaften, 

die sich auf langere Zeit erstreckten 
und in denen die wahrend des Versuches entwickelte Kohlen- 
sduremenge genau gemessen wurde. 

Bis auf zwei Ansitze, bei denen die Ermittlung der ent- 
wickelten Kohlensiure durch Bestimmung des Gewichtsverlustes 
erfolgte, wurden diese Versuche in Eudiometern von 120 ccm 
Fassungsraum unter Quecksilberverschlu8 angestellt, und zwar 
im Brutschrank bei 28°. Bei jedem Ansatz wurde gleichzeitig 
und unter denselben Bedingungen eine Garung von freier Brenz- 
traubensdure, von gepufferter Brenztraubensaure und einer Kon- 
trolle auf Selbstgirung der betr. Hefe angestelit; in einigen 
Fallen wurde in einem vierten Versuch die Selbstgirung bei 


Gegenwart sehr geringer Mengen von brenztraubensaurem Ka- 
Biochemische Zeitschrift Band 71. 3 
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lium gepriift wegen des méglicherweise fordernden Einflusses’) 
von brenztraubensaurem Salz auf den Betrag der Selbstgirung. 
(S. hierzu 8S. 75 bis 93.) 

Fiir jeden der Versuche wurden 3 bzw. 4 Eudiometer in 
der im folgenden beschriebenen Weise beschickt, mit Queck- 
silber vollgefiillt, alsdann umgekehrt in dieselbe, mit Queck- 
silber gefiillte Wanne getaucht und frei hangend an einem Stativ 
befestigt. In den angegebenen Zeitabstinden wurde der obere 
Stand der wasserigen Fliissigkeit an den Réhren markiert und 
das dadurch angezeigte Volumen der Kohlenséure nach Be- 
endigung des Versuches ausgemessen. Die Ansitze mit Hefe- 
saften wurden in Azotometern angestellt, die eine unmittel- 
bare Ablesung des wahren CO,-Volumens gestatteten. 

Die Ergebnisse der Versuche, die Herr Dr. Schwenck 
kontrolliert hat, sind tabellarisch wiedergegeben und zugleich 
durch Kurven veranschaulicht. 

Versuch 1. 

Beschickung: 

A. 25ccm Wasser, 
5 » 2m-Brenztraubensaure, 
3g lebende Hefe K. 
B. 20ccem Wasser, 
5 » 2m-Brenztraubensaure, 
5 » 2m-K,HPO,, 
3g Hefe K. 
C. 25ccm Wasser, 
5 » 2m-K,HPO,, 
3g Hefe K. 
D. 30ccem Wasser, 
3g Hefe K. 


Gemessene Menge Kohlenséiure in com. (Hierzu Kurven I.) 








Zeit Versuch 
B C D 





in Stunden A 





| 
| 474 0 0 
: ; 22,6 Spur Spur 


7, , 
1 


11, 
22,5 , 
25,5 4,6 


1) Dieser Einflu8 erwies sich als gering (Versuch 5 u. 6) bei 
untergirigen Hefen, bei Oberhefen (Versuch 3 u. 4) war er nicht vor- 
handen; hier trat sogar eine Herabsetzung der Eigengérung zutage. 


31,6 Spur Spur 
33,6 0,25 0,2 
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Kurven II. 





Kurven I. 











Kubshzertimeter C0, 
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Unterhefe K. Unterhefe MU. 


Das Ergebnis dieses Versuches ist, daB in 25'/, Stunden 
aus der gepufferten Brenztraubensiure etwa das 7,25fache an 
Kohlensaure entwickelt worden war wie aus der freien Saure. 
Die Selbstgirung ist so gering, daB sie vernachlissigt werden 
kann’). 

Versuch 2. (Hierzu Kurven II.) 

Beschickung wie in Versuch 1, jedoch mit Hefe MU. 


Gemessene Menge Kohlensiaure in com. 








Zeit Versuch 


in Stunden A B | C 


{ 








7,0 13,1 19,5 Spuren 
11,5 14,2 27,3 0,8 
22,5 15,8 38,0 1,0 
25,5 15,3 40,0 1,0 














1) In den Kurven bedeutet stets: 
Br = Kurve des Girverlaufes von freier Brenztraubensaure, 
P= des Girverlaufes von gepufferter Brenztraubensaure, 
H der Selbstgirung der verwendeten Hefeaufschwemmung, 
A, = der Selbstgirung der mit dem Pufferungsmittel versetzten 
Hefeaufschwemmung, 
HK = der Selbstgirung der mit Kaiiumpyruvinat versetzten Hefe- 


aufschwemmung. 
3* 
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Auch in diesem Versuch ist die aus der gepufferten Saure 
entwickelte Gasmenge ein Vielfaches der aus der freien Saure 
erhaltenen?). 


Versuch 3. (Hierzu Kurven III.) 
Beschickung : 

A. 25ccm Wasser, 
5 » 2m-Brenztraubensiuse, 
3g Oberhefe XII. 

B. 20ccm Wasser, 
5 » 2m-Brenztraubensiure, 
5 » 2m-K,HPO,, 
3g Hefe XII. 

C. 25ccm Wasser, 
5 » 2m-K,HPO,, 
3g Hefe XII. 

D. 29,7 com Wasser, 
0,3 » m/10-Kaliumpyruvinat, 
3g Hefe XII. 


Gemessene Menge Kohlensiure in ccm. 








Zeit Versuch 


in Stunden A 








17,3 
18,3 
19,3 
20,3 
20,3 
20,3 








Versuch 4. (Hierzu Kurven IV.) 
Beschickung wie in Versuch 3, nur Hefe der obergarigen 
Rasse OM. 


1) Hervorgehoben sei bei diesem Versuch noch die Tatsache, daB 
die Selbstgarung der Hefe UM durch den Zusatz von Dikaliumphosphat 
deutlich herabgesetzt wird. Es bestitigt dies die von uns fast ausnahme- 
los gemachte Beobachtung (vgl. d. Zeitschr. 36, 60 u. 51, 133), daB ein 
Zusatz von Neutralsalz die Selbstgirung der Hefen herabdriickt. Es 
mu8 daher zweifelhaft bleiben, ob man berechtigt ist, von der bei einem 
Garungsansatz erhaltenen Kohlensiuremenge den der Selbstgérung der 
Hefe fiir sich entsprechenden Betrag abzuziehen. 
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Kurven III. 








Kubshzentimeler Os ; 





























rn ae ae 4 4 0 oa 
By n Stunden 
Obergirige Hefe XII. 





Gemessene Menge Kohlensaéure in ccm. 








Zeit Versuch 








in Stunden A C 





5, 19,5 8, 3 
9, 20,5 9 
1, 21,5 5 
6, 22,5 7 
2, 22.5 9,3 
5, 22,5 | 12,0 


Versuch 5. (Hierzu Kurven V.) 


Beschickung wie in den Versuchen 3 und 4, jedoch 
Unterhefe U. 


Gemessene Menge Kohlensiure in ccm. 

















Zeit Versuch 





in Stunden 








1,75 
4,25 
7,25 
9,25 
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Kurven IV. 
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Kurven VI. 
#8 





7 Versuch 6. (Hierzu Kurven VI.) 


r 
Ls Beschickung wie in den Versuchen 3 bis 5, 
jedoch mit der Unterhefe K. 





Gemessene Menge Kohlensaure in ccm. 














Zeit Versuch 





. in Stunden B 


. 





1,75 17,0 


4,25 25,5 
7,25 34,9 
f f 9,25 47,8 
es 


Die gleichen Ergebnisse hatte die Pufferung 




















saeaa 8 








ad mit borsaurem Salz wie die folgenden Versuche 
n 7 und 8 zeigen. 


PCS SH 
Zeit in Stunden 
Unterhefe K. 





S 
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Versuch 7. (Hierzu Kurven VIL.) 


Beschickung: 

A. 16,7 ccm Wasser, 
3,3 » 2m-Brenztraubensaure, 
2,0 g Hefe XII. 

B. 13,4 com Wasser, 
3,3 » 2m-Brenztraubensaure, 
3,3 » 2m-NaH,BO,, 
2,0 g Hefe XII. 

C. 16,7 com Wasser, 
3,3 » ™/,-Na,B,0O,*), 
2,0 g Hefe. 


Gemessene Menge CO, in com. 








Zeit Versuch 
in Stunden 





> 








0,0 
0,0 
0,0 
0,0 
Spuren 


n 


1 
3 
6,75 
9 


— it it 
OOO =I 
Am POdo > 








a 
09 BO 
bo 1 bo 


. 


Versuch 8. (Hierzu Kurven VIIL) 
Beschickung wie in Versuch 7, jedoch mit Hefe MO. 


Gemessene Menge Kohlensiure in ccm. 





Zeit 
in Stunden A B 


Versuch 








1 16,9 9,8 
3 20,6 23,1 
6,75 21,8 27,1 
9 22,5 28,9 
20,75 oo 33,1 
30,75 23,2 37,2 
46,75 i 44,1 
68,75 23,9 47,0 
116 25,4 51,5 
164 26,4 53,9 





Soo oocoesocoole | 





) Das entspricht gleichen Teilen 2n-NaH,BO, und 2n-H,BO,. 
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Versuch 9. (Hierzu Kurven IX.) 
Beschickung: 


A. 12 ccm Saft UM, 
3,9 » H,O, 
0,1 » ™/,,-Kaliumpyruvinat, 
1,0 » Toluol. 


B. 12 ccm Saft UM, 
2 » H,O, 
2 » m-Brenztraubensaure, 
1 » Toluol. 


C. 12 com Saft UM, 
2 » m-Brenztraubensaure, 
2 » m-K,HPO,, 
» Toluol. 





Gemessene Menge Kohlensaure 
in com. 











Zeit Versuch 
in Stunden B 








0,25 
0,5 
0,75 





3 

6,25 
20,25 
28,25 





























wig ——2 
eit in Stunden 


Saft aus Unterhefe UM. 
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Versuch 10. (Hierzu Kurven X.) 


Beschickung wie Versuch 9, aber mit Saft K. 
Gemessene Menge Kohlensiure in ccm. 














Zeit Versuch 





in Stunden | B 





0,75 

1,75 

4 

5 

6,25 
20,25 





Versuch 11. (Hierzu Kurven XI) 


Beschickung wie zuvor, jedoch mit Saft S. 
Gemessene Menge Kohlensaure in ccm. 








Zeit Versuch 





in Stunden B 








A 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
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Saft aus Hefe K. Saft aus Unterhefe S. 


Bemerkenswert ist, daB in diesen Saften die Gairung mit 
freier Brenztraubensaéure gar nicht in Gang kam. 
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In den vorstehenden Versuchen wurde die Messung der 
entwickelten Kohlensiuremenge der Bestimmung entwichener 
CO, durch Gewichtsverlust von Garkélbchen vorgezogen, weil © 
bei dieser Anordnung die Ergebnisse genauer werden. Die 
Griinde dafiir diirften zweifacher Art sein. Einmal macht sich 
der Wagefehler geltend, der infolge des Temperaturunterschieds 
im Brutschrank und auf der Wage auftritt. Eine Abkihlung 
der Garkélbchen war untunlich, weil dadurch in den Gang der 
Versuche uniibersehbare UnregelmaBigkeiten gebracht worden 
waren. Es besteht aber weiter die Moglichkeit, daB durch den 
GarverschluB mit Schwefelsiure bei energischer Garung Acet- 
aldehyd entweicht, da diese fliichtige Substanz von Schwefel- 
siure nicht vdollig zuriickgehalten wird bez. damit reagiert. 
Im Eudiometer aber erhélt man unbedingt die gesamten Re- 
aktionsprodukte. 

Unter ausdriicklichem Hinweis auf diese Ungenauigkeiten 
seien zwei Vorversuche mitgeteilt, bei denen der Verlauf der 
Garung durch Wagung verfolgt worden war. Wenn auch nach 
unserer Meinung dieses Verfahren im vorliegenden Falle nicht 
einwandfrei ist, so sind immerhin die Ausschlage so stark, daB 


iiber ihre Bedeutung kein Zweifel obwalten kann. Auch hier 
trat die weit starkere Vergirung der gepufferten Brenztrauben- 
sdure zutage. 


Versuch 12. 


300 ccm fassende Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas wurden 
in nachstehender Weise beschickt, mit einem GarverschluB ver- 
sehen und in den Brutschrank von 28° gebracht. 


Beschickung: 

A. 25 ccm Wasser, 
5 » 2 m-Brenztraubensaure, 
3 g frische Hefe MU. 

B. 20 ccm Wasser, 
5 » 2 m-Brenztraubensiure, 
5 » 2m-K,HPO,, 
3g Hefe MU. 

C. 20 com Wasser, 
10 » 2m-KH,PO,, 
3g Hefe MU. 
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D. 29,7 com Wasser, 
0,3» ™/,,-Kaliumpyruvinat, 
3,0 g Hefe MU. 


Gewichtsverlust der Garkolben in mg. 








Zeit 
in Stunden 











5,5 
17,5 
29,0 
41,0 
48,0 





Versuch 13. 


Beschickung: Wie in Versuch 13, jedoch mit frischer 
Unterhefe K. 


Gewichtsverlust der Girkolben in mg. 





Zeit Versuch 
in Stunden A B | 


| 








| D 
24 24 | 4 
| 








23 | 34 12 
20 69 6 
20 104 12 


16 123 14 





IIT, Wirkung von Pufferungsgemischen bei 
Trockenhefen. 


Auch die in den Trockenhefen vorhandene Carboxylase 
auBert ihre Wirksamkeit kraftiger gegen gepufferte Losungen 
von Brenztraubensaéure als gegen die freie Saiure selbst. Die 
Trockenhefen schlieBen sich in ihrem Verhalten also véllig den 
frischen Hefen sowie den Macerationssaften an. 

Die Versuche wurden in Azotometern angesetzt, in denen 
das wahre Volumen der entwickelten CO, direkt abgelesen 


werden konnte. 
Versuch 1. (Hierzu Kurven XII.) 


Temp. 28°. 
Beschickung: 
A. 29,9cem H,0, 
0,1 » ™/,,-Kaliumpyruvinat, |(Kontrolle auf 
1,0g Trockenhefe UM, Selbstgarung) 
2,0cem Toluol. 
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B. 25,0cem H,0, 
5,0 » m-Benztraubensaure, 
1,0g Trockenhefe UM, 
2,0cem Toluol. 

C. 20,0cem H,0O, 
5,0 » m-Brenztraubensaure, 
5,0 » m-K,HPO,, 
1,0g Trockenhefe UM, 
2,0cem Toluol. 

Gemessene Menge Kohlensiéure in ccm. 











Zeit Versuch 
B 
0 





in Stunden 
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Versuch 2. (Hierzu Kurven XIII.) 
Beschickung genau wie in Versuch 1, jedoch mit Trocken- 
hefe K. 


Gemessene Menge Kohlensaéure in ccm. 








Zeit Versuch 





in Stunden 











1,25 
3 


6,25 
17,25 
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Kurven XIII. Kurven XIV. 
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Trockenhefe K. Trockenhefe S. 


Versuch 3. (Hierzu Kurven XIV.) 


Beschickung wie zuvor, jedoch mit Trockenhefe S. 
Gemessene Menge CO, in com. 














Zeit Versuch 
in Stunden 








¥. 
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~ 


26,0 
34,2 
34,6 
35,4 
36,6 


5 
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Bei allen 3 Trockenhefen tritt die iiberlegene Garfahigkeit 
der gepufferten Brenztraubensiure hervor; die Kurven sind 
ganz &hnlich und voneinander nur durch jene kleine Ab- 
weichungen unterschieden, die durch die bekannten Schwan- 
kungen im Verhalten der einzelnen Hefenrassen bedingt werden. 

Somit kann man simtlichen Versuchen — und ganz augen- 
faillig dem Verlaufe der entsprechenden Kurven — mit 
Sicherheit entnehmen, da8 die Menge der entwickelten Kohlen- 
saure bei Anwendung von Moderatoren gréfer ist als bei der 
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freien Brenztraubensiure. Dabei tritt — im Falle der Vergi- 
rung mit frischen Hefen — die Erscheinung zutage, daB die 
freie Saéure im Anfang des Versuches manchmal ausgiebiger 
girt’), daB aber stets die gepufferte Saure bald einen Vorsprung 
gewinnt, den sie bis zum Schlu8 der Versuche beibehilt. 

Der Grund fiir die anfinglich geringere Kohlensiure- 
entwicklung aus der gepufferten Lésung kann zum Teil auch 
mit den komplizierten Reaktionsverhaltnissen in den Mischungen 
zusammenhangen. 

Nimmt man der Einfachheit wegen an, daB die Haupt- 
menge von Brenztraubensiure und Dikaliumphosphat sich um- 
setzen zu Kaliumpyruvinat und Monokaliumphosphat, so ent- 
steht bei der Giarung zunichst neben Acetaldehyd Kalium- 
bicarbonat. Dieses reagiert mit saurem Phosphat unter Bildung 
von Dikaliumphosphat und freier Kohlenséure. Da aber Di- 
kaliumphosphat zum Teil dissoziiert in primares Phosphat und 
Kaliumhydroxyd, so wird ein Teil der Kohlensiure gebunden. 
Diese Verhiltnisse, die durch die Gegenwart der Hefe noch 
verwickelter werden, kénnten dazu fiihren, daB sogar weniger 
Kohlensiure entbunden wird, als durch den Girungsakt aus 
der Brenztraubensiure entsteht. Noch uniibersichtlicher werden 
die Verhaltnisse dadurch, daB auch eine merkliche Dissoziation’) 
des Kaliumbicarbonats bei der Versuchstemperatur eintritt und 
die Hefe selbst sauer reagiert und wahrend des Giraktes noch 
neue H-Ionen hervorbringt. 

Alles in allem darf man schlieBen, da8 aus einem solchen 
gepufferten System nicht alle entstandene Kohlensiure gasfor- 
mig zu entweichen braucht, so daB die Rate der Vergarung 
in dem gepufferten System gréBer sein kann, als die Kohlen- 
siureentbindung anzeigt °). 


1) Dieses Verhalten zeigt sich bei den Konzentrationsverhilt- 
nissen, wo die Brenztraubenséure z. B. in ™/,-Loésung vorliegt. Bei 
hdheren Konzentrationen kehrt sich das Verhaltnis um, wie aus den 
voranstehenden abgekiirzten Versuchen hervorgeht. So gor unter dort 
innegehaltenen Bedingungen eine */,-molekulare freie Brenztraubensaéure 
iiberhaupt nicht oder kaum mehr, wahrend sie in gepuffertem Zustande 
kraftig zerlegt wurde. 

®) Siche Gmelin-Kraut, Handbuch II. 1. S. 162—163, 1906. 

8) In der Tat kann man durch nachtraglichen Zusatz von Saure 
zum Gargut dfter noch Kohlensaéure freimachen. 
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Wenn nun bei der Vergirung von freier Brenztrauben- 
sdure, wo eine solche Zuriickhaltung der Kohlensaure fortfallt, 
weniger Kohlensiure entwickelt wird, so mu8 der Grund dafiir 
in irgendeiner Storung des Fermentvorganges durch die starke 
Saéure gelegen sein; darauf hin weisen die Versuche mit den 
empfindlicheren Hefensaften (S. 31 bis 33 und S. 42 bis 43). Tat- 
sachlich lieB sich eine solche Beeintraichtigung der Carboxylase 
durch freie Brenztraubensaure in besonderen Versuchen sehr 
einfach nachweisen (s. S. 70 bis 75). 


2. Einflu8 von Alkalien und Sauren. 


Gleich der freien und gepufferten Brenztraubenséure wer- 
den nach unseren friiheren Erfahrungen auch die Alkalisalze 
der Brenztraubensiure und anderer Ketoséuren vergoren. Bei 
dieser Vergarung entsteht bemerkenswerterweise kohlensaures bzw. 
doppeltkohlensaures Alkali, das demnach fiir die Carboxylase kein 
sehr erhebliches Gift darstellt. Dieser Umstand war uns Ver- 
anlassung, die Einwirkung zugesetzter Lauge auf die Carboxy- 
lase zu studieren. Wir hofften zugleich, auf Grund dieser rela- 
tiven Resistenz der Carboxylase eine neue Abtrennung dieses 
Fermentes vom Zymasekomplex zu erreichen, ahnlich wie dieses 
mit anderen Zusaétzen*) méglich gewesen ist. Diese Erwartung 
hat sich jedoch nicht erfiillt; denn wenn man die zugesetzte 
Lauge durch die Aaquivalente Menge Siure*) neutralisiert, so 
erwies sich, je nach Starke der Lauge und Einwirkungsdauer, 
entweder jede Fermentwirkung als vernichtet, oder es waren 
Carboxylase und Zymase beide erhalten. 

A. 100ccm Macerationssaft aus Hefe U wurden mit 50 ccm 
2n-KOH vermischt, 5 Minuten bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen und dann mit 50ccm 2n-HCl neutralisiert. Verfiahrt 
man bei dem Zusatz der Reagenzien mit einiger Vorsicht, so 
erfolgt nur Triibung, aber keine Fallung. Weder mit Rohr- 


1) C. Neuberg und N. Iwanoff, diese Zeitschr. 67, 1, 1914. 

*) In umgekehrter Reihenfolge diirfen die Reagenzien nicht an- 
gewendet werden, da Siure die Macerationssifte vollkommen zum Ge- 
rinnen bringt. Die spiatere Zugabe von Lauge bewirkt zwar teilweise 
Verfliissigung, doch bleibt ein betrachtliches EiweiBcoagulum ungelist. 
Das Filtrat von diesem wirkt noch auf Glukose und gepufferte Brenz- 


traubensiure. 
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oder Traubenzucker noch mit gepufferter Brenztraubensaure 
trat eine Garung ein. 

B. 100 ccm Hefesaft aus Hefe U wurden mit 50 ccm 
*/,9 n-KOH versetzt und sofort mit 50 ccm */,, n-HCl neu- 
tralisiert. Die Garkraft war jetzt nicht wesentlich geschadigt. 
_ C. 100ccem Hefesaft aus Hefe U wurden mit 50 ccm 
*/,9n-KOH 5 Minuten bei Zimmertemperatur stehen gelassen 
und dann mit 50 ccm */,, n-HCl neutralisiert. Die Garkraft 
wird nicht merklich herabgesetzt. 


D und E. 100 ccm Saft aus Trockenhefe S wurden mit 
50cem */,,n-KOH 15 bzw. 30 Minuten lang bei 37° stehen ge- 
lassen und dann mit 50ccm */,, n-HCl neutralisiert. Die Gir- 
kraft war im Vergleich zum nichtvorbehandelten Saft nicht er- 
heblich vermindert. 


F. 100 ccm Saft aus Trockenhefe S wurden mit 50 ccm 
1/,n-NaOH 15 Minuten bei 37° digeriert und dann mit 50 ccm 
*/,n-HCl neutralisiert. Alsdann wurden die Garproben in der 
Weise angesetzt, daB je 10ccm vorbehandelter Saft mit 10 ccm 
Substratlésung gemischt wurden. Letztere war 9°/,ige Glucose- 


lésung bzw. nach Pufferung’) molekulare Brenztraubensiure. 
Als Kontrolle diente entsprechend verdiinnter nativer Saft, der 
mit der gleichen Menge derselben Glucose bzw. Brenztrauben- 
sdurelésung versetzt war. Die Mischungen wurden in Garrohr- 
chen von 11 ccm Kapazitat gefiillt. 





Entwickelte com CO, aus 
Zeit vorbehandeltem Saft mit | nichtvorbehandeltem Saft mit 


gepufferter gepufferter 
Glucose Brenztrauben- Glucose Brenztrauben- 
saure sdure 


in Stunden 








0,5 1,5 5 
1,0 3) 10 

11,0 11 
19,0 _ —_ 














G. Eben solcher Ansatz mit dem gleichen Saft, aber nach 
Vorbehandlung desselben mit */, n-Lésungen. 


) Gleiche Teile 2m-K,HPO, und 2 m-CH,.CO.COOH. 
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Entwickelte com CO, aus 
Zeit vorbehandeltem Saft mit | nichtvorbehandeltem Saft mit 
in Stunden gepufferter gepufferter 


Glucose Brenztrauben- Glucose Brenztrauben- 
sdure saure 


0, 0 3 0,0 9 
1, 0 11 0,5 11 
9, 11 — 11,0 











1 


— 
> 











H. 100 ccm Saft aus Hefe U wurden mit 100 ccm */,, n-NaOH 
120 Minuten bei 37° stehen gelassen, dann mit 100 ccm */,, n-HCl 
neutralisiert. Ansatz wie oben mit Glucose und gepufferter 
Brenztraubensaurelésung. 





Entwickelte ccm CO, aus 
Zeit vorbehandeltem Saft mit | nichtvorbehandeltem Saft mit 


in Stunden | _gepufferter gepufferter 
Glucose Brenztrauben- Glucose Brenztrauben- 
saure sdiure 











0,0 6 1 9 
0,5 11 6 11 


(Versuch abgebrochen.) 














J. 50 ccm Saft U wurden mit 20ccm H,O verdiinnt und 
mit 8 ccm n-HCl tropfenweise versetzt. Dann wurden 4 ccm 
2n-KOH hinzugesetzt. Nach kriftigem Umschiitteln wurde von 
dem dicken Koagulum abfiltriert, das bei dem hier gewahlten 
umgekehrten Zusatz der Reagenzien auftritt. 

Das klare Filtrat rief noch Girung hervor: 

15 ccm Filtrat +- 2 ccm 2 m-Brenztr. +- 2 ccm K,HPO, 

lieferten nach 3 Stdn.: 11 ccm CO,; 

15 » +4 » 9°/,ige Glucoselésung ergaben nach 

15 Stdn.: 11 cem CO,. 


Als ein weiteres Ergebnis dieser Versuche ist hervorzuheben, 
daB Macerationssafte eine viertelstiindige Digestion mit der Halfte 
ihres Volumens an */,n-KOH bei 37° vertragen, ohne daB die 
in ihnen enthaltene Carboxylase und Zymase zerstért werden. 
Neutralisiert man alsdann mit */, n-HCl, so erweisen sich beide 
Fermente als verhiltnismaBig wenig abgeschwicht. Die Vor- 
behandlung mit */,,n-KOH kann sogar auf 2 Stunden bei 37° 


ausgedehnt werden. 
4* 
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Nach diesen Versuchen erscheint die Zymase viel be- 
standiger als man gewohnlich angenommen hat. 


3. Einflu8 von organischen Kérpern. 


Die groBe Unabhingigkeit der Carboxylase von Zusatzen 
organischer Natur geht schon aus den Untersuchungen von 
Neuberg und Iwanoff (l. c.) tiber diesen Gegenstand hervor. 
Bemerkenswert ist, daB die Carboxylase auch in alkoholischer 
Lésung wirkt, daB sie Methylalkohol und die Alkohole des 
Fuseléls in hoher Konzentration vertrigt und selbst bei Gegen- 
wart von Aceton und Pyridin tatig ist. 

Die neuen Erfahrungen iiber die Einwirkung von Zusitzen 
auf die Carboxylase ergeben sich aus der folgenden Ubersicht: 


I. Zusatz von Athylalkohol. 
Wirkung der Carboxylase in alkoholischen Lésungen. 


a) Frische Hefen. 
1. Gehalt von 10°/, Alkohol. 
Temp. 37°. 

Zur Verwendung kam eine Lésung, die durch Auffiillung 
von 0,88 g Brenztraubensiure und 10 ccm absol. Athylalkohol 
mit Wasser zu 100 ccm erhalten war. 

a) 16ccm der 10°/,igen Alkohollésung 
1,6g Hefe OM. 
Entw. com CO, nach .... 30’ | a | 13,55 
0,2 | 5 | a 





8) 16ccm der 10°/, igen Alkohollésung 
1,6g Hefe XII. 
Entw. com CO, nach .... 30’ | a | 13,5% 
0,3 | 6 | 95 





y) 16ccm der 10°/,igen Alkohollésung 
1,6g Hefe UM. 
Entw. com CO, nach .... 30’ | 26 | 13,5" 


8 | 5 | 65 
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6) 16ccm der 10°/,igen Alkohollésung 
1,6g Hefe K. 
Entw. com CO, nach .... 30’ | 13,5% 


2 | 3 | 3 





2. Gehalt von 20°/, Alkohol. 
Temp. 28°. 
Benutzt wurde eine Lésung von 0,88 g Brenztraubensaure 
bzw. 0,9g Rohrzucker in 20°/,igem Alkohol. 
a) 16 ccm der20°/,igen Alkohollésung von Brenz- 
traubensiure 
1,6g Hefe OM. 
Entw. com CO, nach .... 5B | 125 | 24" 
1,5 | 1,5 | 2,5 





8) 16 ccm der 20°), igen Alkohollésung von Rohr- 
zucker 
1,6g Hefe OM. 


. oom CO, nach .... a | 


075 | 8 





y) 16 com der 20°), igen Alkohollésung von Brenz- 
traubensaure 


1,6g Hefe XII. 
. com CO, nach ..... 5 | 125 | 24 
3 aay Se oe 





6) 16 ccm der 20°/, igen Alkohollésung von Rohr- 
zucker. 
1,6g Hefe XII. 
. oom OO, mach .... a | 125 | 24» 


1,5 | 6,5 | 6,5 





é) 16 ccm der20°/, igen Alkohollésung von Brenz- 
traubensaure 
1,6g Hefe UM. 


Entw. com CO, nach 
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¢) 16 ccm der 20°/, igen Alkohollésung von Rohr- 
zucker 
1,6g Hefe UM. 
Entw. com CO, nach .... 5} | 12° | 24 


5 | 5,5 | 5,5 





n) 16 ccm der20°/,igen Alkohollésung von Brenz- 
traubensaure 
1,6g Hefe K. 
Entw. com CO, nach .... 5 | 1 | 24 
0 oe ea 





8) 16 ccm der 20°), igen Alkohollésung von Rohr- 
zucker 
1,6g Hefe K. 


Entw. com CO, nach 





Bei einem Gehalt der Lésung von 30 und 50°/, Alkohol 
aiuBerten frische Ober- und Unterhefen keine Carboxylase- 
wirkung mehr. 

b) Macerationssiafte. 

Der hohe Alkoholgehalt schafft infolge osmotischer Ver- 
anderungen offenbar Verhiltnisse, die die Wirksamkeit der 
Carboxylase erschweren. Diese Bedingungen fallen bei Ver- 
wendung von Macerationssaften fort, und so kommt es, daB8 
hier die Carboxylase noch bei einem Gehalt von 20 und 
30°/, Alkohol tatig ist. 


Gehalt von 20°), Alkohol. 
Temp. 28°. 
a) 14ccm Saft aus Hefe UM 
1 » 2m-K;HPO, 
1 » 2m-Brenztraubensiure 
4 » absoluten Alkohol. 
Nach 15: 6ccm C©O,; nach 2,55: 11ccm CO,. 
Gehalt von 30°/, Alkohol. 
Temp. 28°. 
B) 10,6com Saft aus Hefe K 
1,0 » 2m-K,HPO, 
1,0 » 2m-Brenztraubensdure 
5,4 » absoluten Alkohol. 








Fortges. Unters. iiber Carboxylase u. andere Hefenfermente. 55 


Nach 15: 11ccem CO,, 

Bei den Versuchen mit Saft mu8B der Zusatz des Alkohols 
tropfenweise und unter Umschiitteln geschehen. Es darf keine 
Zusammenklumpung, sondern nur eine Ausflockung in kleinen 
Partikelchen erfolgen. 

Infolge des Fortfalls osmotischer Stérungen wurden zu 
den folgenden Versuchen nur Macerationssifte verwendet. 


II. Zusatz von Methylalkohol. 
Temp. 28° 
12ccm Saft U 
2 » 2m-K,HPO, 
2 » 2m-Brenztraubensiure 
1,8 » abs. Methylalkohol. 
Das Gemisch blieb fast klar und entwickelte in 1 St.: 
11 cem CQ,. 
IIT. Zusatz von n- Propylalkohol. 
Temp. 28°. 
12ccm Saft U 
2 » 2m-K,HPO, 
2 » 2m-Brenztraubensiure 
1,8 » normal Propylalkohol. 
Es trat maBige Koagulation ein; das gefallte Eiweif 
klebte am Ende des Versuchs an den Wandungen: 
Nach 2 St.: 9 com CO,, nach 3 St.: 11 cem CQ,. 


IV. Zusatz von Isopropylalkohol. 
Temp. 28°. 

12ccm Saft U 

2 » 2m-K,HPO, 

2 » 2m-Brenztraubensiure 

1,8 » Isopropylalkohol. 

Starke Fallung; nach 2 St.: 5cem CO,, doch war das 

restierende Koagulum noch von zahlreichen Blasen durchsetzt. 


V. Zusatz von Amylalkohol. 
Temp. 28°. 
12ccm Saft U 
2 » 2m-K,HPO, 
2 » 2m-Brenztraubensdure 


1,8 » kéufl. ,Amylalkohol“. 
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Nach 4 St.: 5cem CO, und ein hartes undurchdringliches 
Koagulum. 


V1. Zusatz von Atylenglykol. 
Temp. 28°. 
12cem Saft S 
2..o- § m-K,HPO, 
2 » 2m-Brenztraubensaure 
1,8 » Athylenglykol. 
Die Mischung blieb vollig klar; sie entwickelte in 30 Min.: 
8ecm CO, und in 60 Min.: 11 ccm COQ,. 


VII. Zusatz von Glycerin.') 
Temp. 28°. 
a) 12cem Saft S 
2 » 2m-K,HPO, 
2 » 2m-Brenztraubensaure 
1,8 » Glycerin (D = 1,26). 
Aus der vollig klaren Mischung entwickelten sich in 30 Min.: 
7,5 cem CQ,, in 60 Min.: 11 ccm CO,. 


Temp. 28°. 
8) 8ccm Saft S 
2 » 2m-K,HPO, 
2 » 2m-Brenztraubenséure 
8 » Glycerin (D = 1,26). 
Diese 40°/, Glycerin enthaltende Fliissigkeit blieb klar und 
lieferte in 1 St.: 11 ccm COQ,. 


VIII. Zusatz von Acetaldehyd. 
Temp. 28°. 
a) 12cem Saft U 

2 » 2m-K,HPO, 

2 » 2m-Brenztraubensiure 

1,8 » wasserfreier Acetaldehyd. 
Die Lésung bleibt klar, farbt sich spiter braun. 
Nach 1 St.: 11 ccm CO,. 


1) Vgl. C. Neuberg u. J. Kerb, diese Zeitschr. 58, 407, 1913. 
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Temp. 17 bis 18°. 
B) 12ccm Saft S 
2 » 2m-K,HPO, 
2 » 2m-Brenztraubenséure 
1,8 » wasserfreier Acetaldehyd. 
Nach 1 St.: 5, nach 2 St.: 11ccm CO, (starke Braun- 
farbung). 


IX. Zusatz von Acetaldehyd-Ammoniak. 
Temp. 28°. 
14ccm Saft U 
2 » 2m-K,HPO, 
2 » 2m-Brenztraubenséure 
0,25 g festes Aldehyd-Ammoniak. 
Nach 15 Min.: 5,5cem CO,, nach 30 Min.: 7ccm. Dann 
erfolgt vollige Gelatinierung unter Braunung. 


X. Zusatz von Propylalidehyd. 
Temp. 28°. 
12cem Saft U 
2 » 2m-K,HPO, 


2 » 2m-Brenztraubenséure 
1,8» Propionaldehyd. 
Nach 1 St.: 5ccm CO,, nach 2 St.: 9,5 ccm CO,; das Ge- 
misch ist deutlich getriibt. 


XI. Zusatz von Aceton. 
Temp. 28°. 
12ccm Saft U 
2 » 2m-K,HPO, 
2 » 2m-Brenztraubensaure 
1,8 » reines Aceton. 
Es tritt maBige Triibung auf; nach 1 St.: 6 ccm CO,, nach 
2 St.: 11 ccm CO,. 


XII, Zusatz von Pyridin. 
Temp. 28°. 
12ccm Saft U 
2 » 2 m-K, HPO, 
2 » 2m-Brenztraubenséure 
0,5 » reines, tiber BaO dest. Pyridin. 
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Das Gemisch triibt sich diffus. 

Nach 30 Min.: 6 ecm CO,, nach 45 Min.: 11 ccm CO,. 

Der Versuch wurde mit Saft K wiederholt und gab 
das gleiche Ergebnis. 

Beide Ansitze reagierten nach dem Stehen iiber Nacht 
(18 St.) noch alkalisch. Erhéht man die Menge des Pyridins 
in denselben auf 1 ccm, so erfolgt Gelatinierung und ginzliche 
Unterdriickung der Garung. 

Da die Resistenz der Carboxylase gegen Pyridin recht auffallend 
ist, 80 haben wir als Kontrolle folgenden Versuch angestellt: 

12cem H,O 

2» 2m-K,HPO, 

2 » 2m-Brenztraubenséure 
0,5 » Pyridin. 

Auch nach 48 St. war keine Spur CO, entwickelt; eine Zerlegung 
der Brenztraubensiure unter dem EinfluB des Pyridins, an die man 
hatte denken kénnen, findet also nicht statt. 

Aus den mitgeteilten Versuchen ergibt sich eine be- 
achtenswerte Unempfindlichkeit der Carboxylase gegen allerlei 
Zusitze und namentlich gegen Substanzen, mit denen sie unter 
natiirlichen Verhaltnissen in Beriihrung kommen kann, wie 
gegen ein- und mehrwertige Alkohole sowie Aldehyde. 


E. Vergleich der Vergarung héherer Ketosauren in freier 
und gepufferter Form. 


Ganz unzweifelhaft und unverkennbar ist der Einflu8 
einer geeigneten Pufferung auf den Verlauf und den Umfang 
der Brenztraubensiuregirung. Nicht so eindeutig ist die Wir- 
kung der Moderatorensysteme auf die Vergirung der héheren 
Ketoséuren. Wir haben schon friiher, gelegentlich der Unter- 
suchung der einzelnen Homologen der Brenztraubensiure, er- 
waihnt, da diese Ketosiuren sowohl in freiem als in ge- 
puffertem Zustande vergoren werden. Der Reaktionsverlauf ist 
bei den Homologen der Brenztraubensiure zwar grundsiatzlich 
der gleiche wie bei dem Anfangsgliede der Ketosaiurenreihe. 
Allein die sekundiren Umwandlungen des zunichst gebildeten 
Aldehyds treten bei den héheren Gliedern quantitativ mehr in 
den Vordergrund. So entsteht bei der Vergirung der a-Keto- 
butterséure neben dem Propionaldehyd viel normaler Propyl- 
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alkohol’). Bei der Vergirung der Methyl-aithyl-brenztrauben- 
siure tritt neben Valeraldehyd und Valeriansiure eine be- 
trachtliche Menge Amylalkohol auf*). Diese Erscheinungen 
hangen offenbar mit der von uns eingehend studierten phyto- 
chemischen Reduktion der Aldehyde’) zusammen, die sich 
bei den hier in Betracht kommenden Aldehyden mit besonderer 
Leichtigkeit vollzieht. Man wird vielleicht nicht fehlgehen, wenn 
man in der Umwandelung des primar entstehenden Girungs- 
produktes ein wichtiges Moment fiir das Fortschreiten der 
Carboxylasegirung der héheren Ketosiuren erblickt. Mit 
Stérungen in diesen Korrelationen mag es nun zusammen- 
hingen, da die héheren Ketosiuren sich auch insofern etwas 
anders verhalten, als bei ihnen die Anwendung von Modera- 
toren der Schnelligkeit und dem Umfange der Vergirung nicht 
forderlich ist. Daneben spielt natiirlich auch eine Kohlen- 
siurebindung durch das Kation der Moderatoren mit. 

Uber den Ausfall der Versuche selbst, die sowohl mit 
frischen Hefen als mit Macerationssaiften bei verschiedenen 
Temperaturen ausgefiihrt worden sind, orientieren nachfolgende 
Tabellen: 


1. Vergirung dureh frische Hefen. 


Temp. 28°. 
a) 12ccm H,O 
4 » ™/,-Oxalessigsiure (Oxymaleinsiure) 
16g Hefe OM. 
Entw. com CO, nach .... 30’ | 1» | 
, oe ST 
B) 10cem H,O 
2 » 2m-K,HPO, 
4 » ™/,-Oxalessigsiure 
16g Hefe OM. 
Entw. com CO, nach .... 30’ | 1* 


0,5 2 





1) C. Neuberg u. Joh. Kerb, diese Zeitschr. 61, 184, 1914. 

*) C. Neuberg u. W. H. Peterson, diese Zeitschr. 67, 32, 1914. 

*) C. Neuberg u. E. Welde, F. F. Nord, Steenbock u. a. diese 
Zeitschr. 1913—1914. 
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y) 14ccm H,O 
2 » m-Ketobutterséiure 
1,6g Hefe OM. 
Entw. com CO, nach .... 30’ | 





0,5 | 


6) 13ccm H,O 
1 » 2m-K,HPO, 
2 » m-Ketobuttersaure. 
16g Hefe OM. 
Entw. com CO, nach .... 30’ | 1» | 25 





0,5 | 1 | 2,5 


2. Vergirung durch Macerationssifte. 
Zimmertemp. 14°. 
a) 10ccm Saft K 
2 » H,O 
» ™/,-Oxalessigsiure. 
Entw. com CO, nach... . 15’ | 30’ | 45’ | 60’ 





iT. + 2. Ts 


f) 10cem Saft K 
2 » 2m-K,HPO, 
4 » ™/,-Oxalessigsiure. 
. com CO, nach. ... 15’ | 30’ | 45’ | 60’ | 





1 | 25) 35 | 4 | 


Temp. 28°. 
y) 10ccm Saft UM 
4 » H,O 
2 , m-a-Ketobuttersiure. 
.cem CO, nach. 15’ | 80’ | 45’ | 60° | 2 





6.14.5:8 1 a4 | 2 


6) 10 ccm Saft UM 
3 » H,O 
1 » 2m-K,HPO, 
2 » m-a-Ketobuttersaure. 
- com OO, nach. 15’ | 30’ | 45’ | 60’ | 2 





01 | 05 | 06 ]07}) 2) 4 | 


5 
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e) 10 ccm Saft K 
2» H,O 
4 » ™/,-«-Ketocapronsaure. 
Entw. com CO, nach. 15’ | 30’ | 45’ | 60’ | 2 
Qf 8 Tat bi we 





¢) 10 ccm Saft K 
a 9 H,O 
: s K,HAs0, 
4 » ™/,-a-Ketocapronsaure, 
Entw. com CO, nach. 15’ | 30’ | 45’ | 60’ | 2 | 15" | 24s 


oTeT Tere leiats 





Hinzugefiigt sei, daB nach neuen Erfahrungen auch die 
a-Ketoglutarsaure sich den vorerwahnten Substanzen an- 
schlieBt. 


F, Gegenwart von Carboxylase in plasmolysierten Hefen. 

Unter dem Einflusse von Neutralsalzen und osmotisch 
wirksamen organischen Substanzen findet bekanntlich eine Ver- 
fliissigung der Hefezellen statt. Die resultierende Masse ent- 
halt Zymase. Da nun stets wirksame Carboxylase im Gefolge 
gartiichtiger Zymase gefunden worden ist, war zu erwarten, 
daB nach erfolgter Plasmolyse in den verfliissigten Hefemassen 
Carboxylase nachweisbar sei. Das ist in der Tat der Fall und 
zwar bei Ober- und Unterhefen, die durch Kochsalz, Glycerin 
oder Rohrzucker zur Plasmolyse gebracht waren. 

Die Plasmolyse wurde dadurch herbeigefiihrt, daB je 100g 
Hefe OM und UM mit 10g Glycerin, 10g NaCl oder 20g 
Rohrzucker in festem Zustande in einem Porzellanmérser ver- 
rieben wurden. In kurzer Zeit erfolgt dabei Verfliissigung. 

Durch Zugabe von je 1,5 ccm Plasmolysensaft zu dem Ge- 
misch von 8,5 ccm 2m-Brenztraubensaure und 8,5ccm 2m-K,HPO, 
wurde stets kraftige Carboxylasewirkung ausgelést, die durch 
die Kohlensaéureentwicklung und die Aldehydbildung erkannt 
wurde. 

Fiir die mit Glycerin und NaCl erzeugten Plasmolysesifte 
lieB sich eine angenahert gleich starke Zymasewirkung auf 9°/,ige 
Glucose wie Carboxylasewirkung auf gepufferte m -Brenz- 
traubensdure nachweisen. 
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G. Beziehungen der Carboxylase und ihrer Substrate zu 
anderen Hefenfermenten. 

1. Unabhangigkeit der Carboxylase und Invertase voneinander. 

In Anlehnung an die natiirlichen Verhaltnisse und auch 
aus Griinden der Bequemlichkeit dient zum Studium der Ga- 
rungserscheinungen vielfach der Rohrzucker. Er ist bekannt- 
lich nicht unmittelbar dem Angriffe der Zymase zugianglich, 
sondern mu8 zuvor durch ein besonderes Ferment, die Inver- 
tase, gespalten — invertiert — werden. Bei Verwendung der 
iiblichen ober- und untergirigen Hefen findet sich die Inver- 
tase stets neben den eigentlichen Garungsfermenten. Es scheint 
jedoch wichtig, einmal prinzipiell festzustellen, ob der Vorgang 
der Rohrzuckerinvertierung durch eine gleichzeitig verlaufende 
Brenztraubenséure-Vergérung gehindert wiirde. Selbstverstand- 
lich konnte zu diesbeziiglichen Versuchen nicht die an sich 
invertierende Brenztraubensiure benutzt werden, sondern nur 
ein neutrales Salz derselben. Zur Anwendung kamen Kalium- 
und Calciumpyruvinat. Es zeigte sich, daB die Spaltung der- 
selben durch die Carboxylase die Rohrzuckerinversion keines- 
wegs hindert, sondern eher steigert. Nimmt man die Versuche 
mit frischen Hefen in Gegenwart von Antisepticis vor, welche die 
Zymasewirkung aufheben, die Carboxylasetiatigkeit aber nicht 
unterbinden, so hauft sich der Invertzucker an — kenntlich am 
Drehungsabfall und dem Auftreten eines auBerst starken Reduk- 
tionsvermogens. Bei Anstellung der Versuche mit Saft wird natiir- 
lich der Invertzucker nicht gespeichert, sondern vergoren. Aus 
der erheblichen Abnahme der Drehung ergibt sich seine Umsetzung. 
Dieses Verhalten ist um so bemerkenswerter, als bei der Vergi- 
rung der Pyruvinate die Hydroxylionenkonzentration zunimmt. 

Um einen Einflu8 von Carboxylase auf die Zymase zu 
erkennen, wurden Versuche iiber die enzymatische Rohrzucker- 
inversion vergleichsweise in rein wasseriger Lésung und in An- 
wesenheit von Pyruvinaten vorgenommen. 


I. Wirkung von Invertase — Carboxylase in 
frischen Hefen. 
a) 48stindige Digestion beiZimmertemperatur(15bis19°). 
a) 100cem 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » H,O 
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10g Hefe OM 
20cem Chloroform. 
15ccm der gut durchgeschiittelten Suspension wurden mit 
1,5 ccm colloidalem Ferrihydroxyd geklirt und filtriert’). 
Drehung im 2dcem-Rohr entsprechend — 1,70°/, Glucose. 


B) 100cem 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » 1°/,ige Kaliumpyruvinatlésung 
10g Hefe OM 
20 ccm Chloroform. 
Drehung im 2dcm-Rohr entsprechend —-2,05°/, Glucose. 


y) 100ccm 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » H,O 
10g Hefe XII 
20cem Chloroform. 
Drehung im 2dcm-Rohr entsprechend — 1,45°/, Glucose. 


6) 100cem 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » 1°/,ige Kaliumpyruvinatlésung 
10g Hefe XII 
20cem Chloroform. 
Drehung im 2dcem-Rohr entsprechend —1,45°/, Glucose. 


e) 100cem 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » H,O 
10g Hefe K 
20ccem Chloroform. 
Drehung im 2dcm-Rohr entsprechend — 1,80°/, Glucose. 


¢) 100cem 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » frisch bereitete 1°/,ige Calcium- 
pyruvinatlésung 
10g Hefe K 
20cem Chloroform. 
Drehung im 2dcem-Rohr entsprechend —2,00°/, Glucose. 


n) 100cem 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » H,O 
10g Hefe UM 
20cem Chloroform. 
Drehung im 2dcem-Rohr entsprechend —1,75°/, Glucose. 


1) Dieselbe Behandlung erfolgte in allen entsprechenden Versuchen 
8. 63 bis 65. 
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8) 100ccm 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » 1°/,ige Kaliumpyruvinatlésung 
10g Hefe UM 
20ccm Chloroform. 
Drehung im 2dem-Rohr entsprechend — 2,05°/, Glucose. 





b) Nach voraufgegangenem 2stiindigen Stehen bei 37° 
12stiindige Aufbewahrung der Ansatze bei Zimmer- 
temperatur (14 bis 17%). 

a) 100cem 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » H,O 
10g Hefe OM 
20ccem Chloroform. 
Drehung im 2dcm-Rohr entsprechend —1,70°/, Glucose. 


8) 100cem 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » 2m-Kaliumpyruvinatlésung 
10g Hefe OM 
20cem Chloroform. 
Drehung im 2dcm-Rohr entsprechend —1,80°/, Glucose. 


y) 100ccm 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » H,O 
10g Hefe XII 
10 ccm Chloroform. 
Drehung im 2dcm-Rohr entsprechend —1,75°/, Glucose. 


6) 100cem 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » m-brenztraubensaures Calcium 
10g Hefe XII 
20 ccm Chloroform. 
Drehung im 2dcm-Rohr entsprechend — 1,95°/, Glucose. 


e) 100ccm 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » H,O 
10g Hefe UM 
20ccem Chloroform. 
Drehung im 2dcm-Rohr entsprechend —1,85°/, Glucose. 
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¢) 100cem 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » 2m-brentraubensaures Kalium 
10g Hefe UM 
20cem Chloroform, 
Drehung im 2dem-Rohr entsprechend —1,95°/, Glucose. 


n) 100cem 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » H,O 
20g Hefe K 
10ccem Chloroform 
Drehung im 2dcem-Rohr entsprechend —1,90°), Glucose. 
8) 100cem 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
100 » 2m-Kaliumpyruvinatlésung 
20g Hefe K 
10cem Chloroform. 
Drehung im 2dem-Rohr entsprechend —1,90°/, Glucose. 


II, Wirkung von Invertase — Carboxylase in 
Hefestften. 
Temp. 28°. 
a) 50ccem Saft U 
50 , 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
10 » H,O. 

Nach 15stiindigem Stehen im Brutschrank bei 28° wurde 
in der Siedehitze (Wasserbad) das EiweiB koaguliert und ab- 
filtriert. Das goldgelbe klare Filtrat') drehte im 2 dem-Rohr 
entsprechend -+-2,10°/, Glucose. 

f) 50cem Saft U 
50 » 10°/,ige Rohrzuckerlésung 
10 » 10°/,ige Kaliumpyruvinatlésung. 

Nach 25stiindiger Digestion im Brutschrank enteiweiBt. 

Die Drehung im 2 dcem-Rohr entsprach -++-0,95°/, Glucose. 


In 55ccem Saft K wurden schnell 
5,5 g Rohrzucker gelést; 
von dieser Mischung dienten je 25ccm zu den 2 folgenden 
Versuchen y) und 9). 


1) Da es sich um Vergleiche handelt, spielt eine etwaige Eigen- 
drehung des enteiweiBten verdiinnten Saftes keine Rolle. 
Biochemische Zeitschrift Band 71. 5 
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y) 25,0ccem der 10°/,igen Lésung von Rohr- 
zucker in Saft K 
2,0 » H,O 
3,0 » Toluol. 


Nach 15stiindiger Digestion bei 28° wurden 10,0 ccm H,O 
hinzugefiigt und im siedenden Wasserbade das Eiweif aus- 
koaguliert. 

Drehung des klaren Filtrats im 2 dcm-Rohr entsprechend 
+ 8,85°), Glucose. 

6) 25,0ccem der 10°/,igen Lésung von Rohr- 
zucker in Saft K 
2,0 » m-Kaliumpyruvinatlésung 
3,0 » Toluol. 


Nach 15 Stunden wurden 10,0ccm H,O hinzugesetzt und 
nach EnteiweiBung polarisiert. 

Drehung im 2dem- Rohr entsprechend -+-4,45°/, Glucose. 

Die einschlagigen Versuche zeigen, daB die Wirkung der 
Invertase allem Anschein nach ganz unabhiangig ist von der Carb- 
oxylase. Keinesfalls schidigt die Brenztraubensiure in Form 
ihrer Salze die Invertase’*). 


2. Einflu8 von Zucker auf die Girung der Brenztraubensaure. 


Kniipft man an die mehrfach geiuBerte Vorstellung an, 
daB die Carboxylase ein Teilenzym des Fermentkomplexes 
»Zymase“ bildet, so besteht die Méglichkeit, daB bei gemein- 
samer Vergirung gréBerer Mengen Zucker und Brenztrauben- 
siure die Vergarungsrate beider Substanzen vermindert wird. 
Indem ein Teil der Carboxylase die zugefiigte Brenztrauben- 
siure umsetzt, ware sie fiir die normale Zuckerspaltung nicht 
verfiigbar, und umgekehrt kénnte die beim Zuckerabbau titige 
Carboxylase fiir die Zerlegung zugegebener Brenztraubensiure 
nur teilweise bereit sein. Diese Voraussetzungen haben nur 
eine Berechtigung, sofern Teilenzym und Fermentkomplex in 
korrelativen Mengen vorhanden sind. Obgleich itiber diesen 
Punkt zurzeit kaum eine Entscheidung mdglich ist, haben wir 


1) Anm. bei der Korr. Die gegenteilige Ansicht von M. Oppen- 
heimer (Zeitschr. f. physiol. Chem. 93, 242) wird durch das Experiment 
widerlegt. 
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einige orientierende Experimente nach dieser Richtung ausge- 
fiihrt. Zwei Versuche weisen darauf hin, daB eine derartige 
Beziehung vielleicht méglich ist; eine andere SchluBfolgerung 
wollen wir nicht ziehen. 

Eine Verfolgung der Vorgange durch Messung der ent- 
wickelten Kohlensaure schien wegen der méglichen wechselseitigen 
Stimulierung und wegen eines etwaigen Einflusses der Eigen- 
garung nicht empfehlenswert. Wir wahlten deshalb zur Fest- 
stellung des Grades der Brenztraubensiurezerlegung die Er- 
mittlung des abgespaltenen Acetaldehyds und die Polarisation 
fiir die Erkennung der Zuckervergirung. Da es sich um Ver- 
gleichsversuche handelte, spielt die sekundire Umwandlung des 
Acetaldehyds keine Rolle. Einer Verschleierung der Ergebnisse 
durch allmahlichen Ausgleich versuchten wir durch eine Be- 
schrankung der Giardauer auf 4 Stunden bei 28° vorzubeugen. 
Zur Verwendung kam gepufferte m-Brenztraubensiure (8,8°/,ig) 
und 9°/,ige Fructose. 

Versuch 1. 


(Ausgefiihrt 1912.) 

a) In ein Gemisch von 100,0ccm 9°/,iger Fruchtzucker- 
lésung, 50,0 ccm 2 m-CH,.CO.COOH und 50,0 ccm 2 m-K, HPO, 
wurden 5g Hefe D eingeriihrt. 

1. Von der gleichmaBigen Suspension, deren Volumen 
205 cem betrug, wurden 20,0 ccm sofort entnommen und nach 
Zugabe von 2,0 cem colloidaler Eisenhydroxydlésung filtriert. 

Die Anfangsdrehung war im 1dem-Rohr entsprechend 
—3,50°/, Glucose. 

2. Nach 4stiindiger Vergiérung bei 28° wurden aus dem 
Sicherheitsrohr des Girkolbens mittels Pipette wiederum 20,0 ccm 
der Mischung entnommen, und nach der gleichen Klarung war 
die Drehung auf den Wert = — 2,45°/, Glucose gesunken. 

3. Wahrend des Verweilens im Brutschrank war das Gar- 
gefaB (Erlenmeyer-Kolben) mittels eines das Brutschrankdach 
durchdringenden Glasrohrs mit einem Kiihler verbunden, der in 
eine auBerhalb stehende geeiste Vorlage eintauchte’). In dieselbe 


1) Vgl. die friiher von C. Neuberg und L. Karczag (diese 
Zeitschr. 36, 71,1911) und von C. Neuberg und J. Kerb (diese Zeitschr. 
47, 410, 1912) beschriebenen Versuchsanordnungen, die entsprechend mo- 
difiziert wurden. 

5* 
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wurde alsdann auch der Acetaldehyd, der sich im Giarkolben 
befand, unter allen VorsichtsmaBregeln iibergetrieben. Das 
Destillat wurde nochmals iiber Calciumcarbonat rektifiziert. Der 
Gehalt an Aldehyd wurde alsdann titrimetrisch nach Ripper- 
von Firth ermittelt. Gefunden wurden in dieser unvollstandig 
vergorenen Mischung im ganzen 0,0120g Acetaldehyd. Der 
Einfachheit halber sind die 2mal entnommenen Proben von 
je 20ccm nicht beriicksichtigt, da in den Vergleichsversuchen 
ebenso verfahren wurde. 

f) Gleichzeitig wurden 100 ccm 9°/,ige Fruchtzuckerlésung 
mit 50,0 ccm m-K,HPO, und 50ccm m-K,HPO, und 5g Hefe D 
angesetzt. Anfangsdrehung unter den bei a) gewiahlten Be- 
dingungen entsprechend — 3,50°/, Glucose. Nach 4stiindiger 
Garung bei 28° Drehungsabfall auf — 2,05°/,. 

y) Aus dem Gemisch von 50,0ccm 2m-CH,.CO.COOH 
und 50,0ccm 2m-K,HPO,, 100ccm Leitungswasser und 5g 
Hefe D wurden sofort 20,0ccm entnommen und die gleiche 
Menge nach 4stiindiger Vergirung bei 28°. Die durch Titra- 
tion gefundene Menge Acetaldehyd betrug 0,0188 g. 


Versuch 2, 
(Ausgefiihrt 1912.) 


Die 3 Ansatze a), 8) und y) wurden genau wie bei Ver- 
such I gemacht, jedoch unter Verwendung der Hefe II. 


a) Kombinationsansatz: 
1. Anfangsdrehung entsprechend: — 3,55°/, Glucose. 
2. Drehung nach 4stiindiger Vergirung bei 28°: 
— 2,05°/, Glucose. 
3, Aldehydmenge: 0,0184 g. 


B) Ansatz mit Fructose. 
1. Drehung zu Anfang entsprechend: — 3,50°/ 
Glucose. 
2. Drehung nach 4stiindiger Vergérung: — 1,70°/, 
Glucose. 


y) Ansatz mit gepufferter Brenztraubensaure. 
Aldehydmenge: 0,0260 g. 
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Versuch 3. 
(Ausgefiihrt 1913.) 

Die Ansitze «), 6) und y) ebenso wie bei Versuch I und II, 
aber mit Hefe OM. 

a) Kombinationsansatz. 

1. Anfangsdrehung entsprechend: — 3,55°/, Glucose. 

2. Drehung nach 4stiindiger Vergirung bei 28°: 
— 2,15°/, Glucose. 

. Drehung nach 8stiindiger Vergirung bei 28°: 
— 0,65°/, Glucose. 

4, Aldehydmenge: 0,0090 g. 

6) Ansatz mit Fruchtzucker. 

1. Drehung im Anfang entsprechend: — 3,55 °/, 
Glucose. 
. Drehung nach 4stiindiger Vergirung bei 28°: 
— 2,35 °/, Glucose. 
. Drehung nach 8stiindiger Vergirung bei 28°: 
— 0,70 °/, Glucose. 
y) Ansatz mit gepufferter Brenztraubensaure. 
Aldehydmenge: 0,0054 g. 

Versuch III 148+ im Gegensatz zu Versuch I und II eher einen 
umgekehrten EinfluB von Zucker auf die Garung der Brenz- 
traubensaéure erkennen. In den beiden ersten Fallen besteht 
er unter den gewahlten Konzentrationen in einer gegenseitigen 
Hemmung der Carboxylase und Zymase. Es offenbart sich 
kein férdernder Einflu8 auf die Zuckervergirung, den unter 
anderen Bedingungen (s. 8. 75 und S. 83) die Zusiatze kleiner 
Mengen von Salzen der Brenztraubensdiure und anderer Keto- 
siuren auf die Spaltung der Hexosen ausiiben. Fiir die Al- 
dehydbildung aus Brenztraubensaure sind die Verhaltnisse un- 
giinstig; auf die kleinen Werte kann kein besonderes Gewicht 
gelegt werden. Erhdéht man die Hefenmengen oder dehnt man 
die Garung linger aus, so steigt zwar die Aldehydausbeute, 
aber zugleich wird der Zucker zu schnell umgesetzt’). 


1) Versuche mit Hefesaften haben wir nicht angestellt in Riicksicht 
auf die Bearbeitung dieser Frage durch W. Palladin, N. Gromoff und 
N. N. Monteverde (diese Zeitschr. 62, 145, 1913); die von diesen 
Autoren unter anderen Bedingungen erzielten Resultate stehen mit 
unseren Befunden im Einklange. 
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3. Einflu8 von Brenztraubensdure auf die Girung ver- 
schiedener Zucker. 


I. Schddigender Einflup von freier Brenztrauben- 
sdure auf die Wirkung der Gdrungsfermente Carb- 
oxylase und ,,Zymase*, 

Die Tatsache, daB die freie Brenztraubensiure durch Carb- 
oxylase schlechter vergoren wird als die gepufferte (s. S. 25 
bis 49) deutet darauf hin, daB das Ferment durch die Keto- 
siure eine Schidigung erfihrt. Welcher Art dieselbe ist, labt 
sich vorlaufig nicht angeben. Es liegt nahe, die Beeintrich- 
tigung mit der auBerordentlichen Starke der Brenztraubensiure 
in Zusammenhang zu bringen, die in der Dissoziationskonstan- 
ten dieser Séure 5,6 ><107* zum Ausdruck kommen. Die ent- 
sprechenden Werte fiir Milchsiure und Propionsiure sind 1,38 >< 
10~* bezw. 1,34>< 107°. Kaum ist jedoch die Wasserstoffionen- 
konzentration der allein ausschlaggebende Faktor fiir die Wir- 
kung der Sauren auf Hefen’). 

Ganz losgelést von allen theoretischen Ansichten laBt sich 
durch die folgende Versuchsanordnung die Schidigung der Carb- 
oxylase durch freie Brenztraubensiure einwandfrei beweisen. 

Verschiedene Hefen, darunter auch eine Trockenhefe, wur- 
den einmal mit der zehnfachen Menge 2°/,iger, vorher sterili- 
sierter Traubenzuckerlésung, das andere Mal mit 2°/,iger 
Brenztraubensdurelésung*) 24 bis 48 Stunden lang bei 37° zur 
Garung angestellt. Das Gargut wurde sodann auf der Zentri- 
fuge abgeschleudert und der Riickstand zweimal mit der zehn- 
fachen Menge physiologischer Kochsalzlésung griindlich aufge- 
rihrt und wiederum abzentrifugiert. Der so ausgewaschene 
Riickstand wurde in einer bestimmten Menge Wasser aufge- 
schwemmt, und von der gleichmaBigen Suspension dienten 
aliquote Teile zu den Giarversuchen, die vergleichsweise mit 

1) Siehe hierzu C. Neuberg u. L. Czapski, diese Zeitschr. 67, 
51,1914, u. W. Kopaczewski, Internat. Zeitschr. f. Physiol. Chem. u. 
Biolog. 1, 420, 1914. 

*) Eine 2°/,ige Brenztraubensaurelésung ist = "/4,4; schon friiher 
haben C. Neuberg und L. Czapski (diese Zeitschr. 67, 53) festgestellt, 
daB die Gegenwart von "/5 bis ®/3,33 —CH,.CO.COOH die Vergirung von 
Traubenzucker durch Ober- und Unterhefen aufhebt, selbst wenn reich- 
lich Hefe (6 g auf 100 com 10°/,ige Glucoselésung) zugegen ist. 
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Traubenzucker, Rohrzucker und gepufferter Brenz- 
traubensaure angestellt wurden. Die mit Traubenzucker vor- 
behandelten Hefen werden im folgenden als Zuckerhefen, die 
mit Brenztraubensiure vorbehandelten als Brenztrauben- 
siurehefen bezeichnet werden. 

Ubereinstimmend ergeben die Versuche, die Herr 
Dr. Schwenck mitbearbeitet hat, daB bei den Brenz- 
traubensadurehefen jegliche Giarkraft erloschen ist, 
waihrend die Zuckerhefen fast normale Wirksamkeit 


entfalten. 
Versuch 1. 


Je 40g Hefe XII wurden 48 Stunden lang mit 400 ccm 
2°/,iger Traubenzuckerlésung und mit 400 ccm 2°/,iger Brenz- 
traubenséurelésung bei 37° stehen gelassen und dann wie vor- 
stehend behandelt. Der zentrifugierte Hefenriickstand wurde 
in 150 com Wasser aufgeschwemmt. Je 6 ccm der gleich- 
maBigen Suspension wurden mit 10 ccm einer 14,4°/,igen 
Glucose- bezw. Rohrzuckerlésung bezw. mit einer nach erfolgter 
Pufferung molekularen Brenztraubensdurelosung versetzt. 








Entwickelte com CO, mit 


Zeit Zuckerhefe aus Brenztraubensaurehefe aus 


in | gepuff. gepuff. 
Stunden Glucose Rohr- Brenz- Qlucose Rohr- Brenz- 
zucker trauben- zucker trauben- 
| sure | | séure 








1,75 
2,50 
5,00 
16,00 














Versuch 2. 
Ebenso wie Versuch 1, jedoch 48 stiindige Digestion der 
Oberhefe OM mit der Zucker- bez. Brenztraubensaurelésung. 





Entwickelte com CO, mit 
Zuckerhefe aus Brenztraubenséurehefe aus 


Zeit 
in gepuff. gepuff. 
Stunden | G Robr- | Brenz- | , Rohr- | Brenz- 
Glucose sucker | tt® uben- Glucose pee | trauben- 

saiure siiure 











0,0 4 
0,3 i a 
i 
0 





2,0 
11,0 
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Versuch 3. 


36stiindige Vergirung mit Hefe UM, sonst wie in den 
vorstehenden Versuchen. 





Zeit 
in 
Stunden 





Entwickelte com CO, mit 
Brenztraubensaurehefe aus 


Zuckerhefe aus 


Glucose 


Rohr- 


| gepuff. 


| Brenz- 


saure 


Glucose 


Rohr- 
zucker 


gepuff. 
Brenz- 
trauben- 
saure 





0,5 
2,0 
14,5 








11,0 


0 
0,2 
6 








Versuch 4. 








Entsprechend Versuch 3 mit Unterhefe U. 





0 
0 
0 








Zeit 


in 
Stunden 





Entwickelte com CO, mit 
Brenztraubensdurehefe aus 


Zuckerhefe aus 


Glucose 


Rohr- 
zucker 


gepuff. 

Brenz- 
trauben- 

saure 


Glucose 


Rohr- 


zucker 


gepuff. 

Brenz- 
trauben- 

saure 








0,5 
2,0 
14,5 





1,0 
Spur 
1,0 





0 
0 
1,0 








0 
0 
0 





0 
0 
0 





0 
0 
0 


Wie man sieht, war in Versuch 4 die Zuckerhefe auch 
schon stark geschadigt worden. 


Versuch 5. 
Es wurde deshalb dieselbe Hefe nochmals in der gleichen 


Weise angestellt, aber nurmehr 24 Stunden der Einwirkung 
der 2°/,igen Lésung von Zucker und freier Brenztraubensaure 
ausgesetzt. 








Entwickelte com CO, mit 


Zeit 
in 
Stunden 


Glucose 


Zuckerhefe 


Rohr- 
zucker 


aus 


gepuff. 

Brenz- 
trauben- 

saéure 


Brenztraubensaurehefe aus 


Glucose 


Rohr- 
zucker 


gepuff. 

Brenz- 
trauben- 

saiure 





1,0 
3,0 
15,5 





0,5 
1,0 


J 
11,0 

















0 
0 
0 
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Versuch 6. 
15g Trockenhefe S wurden mit den 2°/,igen Lésungen 
24 Stunden im Brutschrank digeriert usw. Ansiatze wie zuvor 
beschrieben. 











Entwickelte com CO, aus 
Zeit Zuckerhefe aus Brenztraubensadurehefe aus 


in gepuff. | gepuff. 
Stunden | a | Rohr- Brenz- Rohr- Brenz- 
Glucose | gucker | trauben- Glucose zucker | trauben- 
saure | saure 








Spur Spur Spur 
0,2 0,2 Spur 
0,8 | 0,8 Spur 














Die mitgeteilten Versuche tun in ganz eindeutiger Weise 
dar, daB freie Brenztraubensiure unter den gegebenen Be- 
dingungen die Tatigkeit der Carboxylase und der ,,Zymase“ 
vollig aufhebt und selbst eine Fahigkeit der vorbehandelten 
Hefen zur Selbstgérung beseitigt. Dabei sind die Mengen 
Brenztraubensaure, die diese Wirkung entfalten, gering; sie 
betragen 400 com der 2°/,igen Lésung auf 40 g Hefe. 

Der Effekt ist nur der freien Brenztraubensaure eigen; 
gepufferte Brenztraubensaure ist wirkungslos. 2°/,ige 
Brenztraubensadure, die durch Moderatoren abgestumpft ist, be- 
einfluBt die vorbehandelte Hefe nicht anders als 2°/,ige 
Traubenzuckerlésung, ja sie schidigt die ,Zymase“ weniger als 
die Vorbehandlung mit Zucker. Griinde dafiir sind vorliufig 
nicht anzugeben. Es ist zu bedenken, daB bei der 48stiin- 
digen Vorbehandlung ja nicht nur das Substrat direkt zu 
wirken braucht, sondern da es auch mittelbar in den natiir- 
lichen Ablauf des Lebens- und Generationswechsels der Hefen- 
zellen eingreifen kann. 

Die tabellarisch (s. S. 74) wiedergegebenen Versuche sind 
so angestellt, daB sie einen vollstandigen Vergleich der Ver- 
haltnisse bei nativer Hefe (d) und bei mit freier (a) und 
phosphatgepufferter (b) Brenztraubensiure sowie bei mit Trau- 
benzucker (c) vorbehandelter Hefe erméglichen. 

Zur Verwendung gelangte Hefe OM. 

a) 40g Hefe OM wurden 48 Stunden mit 400 com 2°/,iger 
freier Brenztraubenséure bei 37° digeriert. 
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b) 40g derselben Hefe wurden mit der Auflésung von 
8g Brenztraubensiure und 15,8g K,HPO, in 400ccm Wasser 
48 Stunden bei 37° vorbehandelt. 

ce) 40g derselben Hefe wurden mit 400 ccm 2°/,iger Glu- 
coselésung gleichzeitig digeriert. 

Sodann wurde das Girgut simtlicher 3 Ansatze zentrifugiert; 
der Bodensatz mit 400 ccm physiologischer Kochsalzlésung gut 
angeriihrt und wieder abgeschleudert. Nach Wiederholung der 
Prozedur wurde der gewaschene Riickstand mit 150 ccm Wasser 
zu einer gleichmaBigen Suspension verrihrt. 

d) Eine ebensolche Aufschwemmung wurde aus 40g 
frischer Hefe OM mit 150 ccm Wasser bereitet. 

Nunmehr wurden je 6 ccm jeder Suspension mit 10 ccm 
einer 9°/,igen Traubenzucker- bzw. Rohrzuckerlésung bzw. mit 
10 cem des Gemisches von gleichen Teilen 2m-CH,-CO-COOH 
und 2m-K,HPO, versetzt. 

In den einzelnen Ansitzen entwickelten sich folgende 
Mengen Kohlensiure in ccm. 
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In besonderen Versuchen wurde festgestellt, daB eine Vor- 
behandlung der Hefe mit einem Gemisch von Mono- und 
Di-kaliumphosphat, dessen PO,-Gehalt dem der phosphat- 
gepufferten Brenztraubenséurelésung gleich war, auf die Gir- 
kraft der Hefe gegeniiber Zucker und Brenztraubensaure nur eine 
schwach verzégernde, aber keine schadigende Wirkung ausiibt. 

Die von uns schon friiher’) abgeleitete SchluBfolgerung, daB 


1) C. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 76, 1911. 
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freie Brenztraubensiure die Carboxylase beeintrichtige, konnte 
somit auf einem neuen Wege bestatigt werden. 


II. Fordernder Einflup von kleinen Mengen brenz- 
traubensaurer Salze auf die Girung verschiedener 
Zucker. 


Wir haben zuvor (siehe S. 8) mitgeteilt, daB mit 60°), 
Rohrzucker zwecks Konservierung versetzter Macerationssaft 
seine Garwirkung einstellt, bevor simtlicher Zucker umgesetzt 
ist. Ein solcher ruhender Saft entwickelte nun mit verdiinnter 
gepufferter Brenztraubensiure sehr viel reichlicher Kohlen- 
dioxyd als eine nicht gezuckerte und nur durch Kalte konser- 
vierte Probe des gleichen Saftes. Da an sich die Carboxylase 
in der Kalte sehr widerstandsfahig ist, so deutete das geschil- 
derte Verhalten auf eine Hineinbeziehung des Zuckers in den 
Garungsverlauf, auf eine Stimulierung der Hexosengirung durch 
die gepufferte Brenztraubensiiure. Auf die gleiche Wirkung der 
Pyruvinate wiesen die Ergebnisse hin, die bei den Versuchen 
iiber den Einflu8 der Brenztraubensiure auf die Invertasewir- 
kung (s S. 62 bis 66) zutage treten. Kalium- sowie Calcium- 
pyruvinat wirkten gar nicht oder férdernd auf die Inversion 
des Rohrzuckers durch die Hefeninvertase ein und steigerten die 
Vergarung des gebildeten Invertzuckers um mehr als 100°). 

Dieses Verhalten lie8 uns an Beziehungen zum Co-Fer- 
ment denken, die in einer besonderen Untersuchung tatsiich- 
lich zutage getreten sind (s. S. 135). 

Aktivierende Einfliisse von organischen Saiuren und deren 
Salzen in geringer Konzentration auf den Ablauf der alkoholi- 
schen Garung sind schon mehrfach festgestellt. So zeigten 


H. v. Euler und H. Cassel’), daB Formiate, Lactate und 
Tartrate, namentlich die entsprechenden Ammonium- und Na- 


triumsalze als kraftige Katalysatoren der alkoholischen Girung 
dienen kénnen. Fiir Alkalisalze der Oxalsiure, Weinsiaure 
und Zitronenséure haben ferner Herr und Frau Rosenblatt?) 


1) H. v. Euler und H. Cassel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 
123, 1913. 

*) M. und M™ Rosenblatt, Annales de l|’Inst. Pasteur. 1914, 
Juli-Nr., S. 714. 
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ein &hnliches Aktivierungsvermégen beobachtet. Nicht uner- 
wahnt bleibe, daB W. Zaleski’) bereits darauf hingewiesen 
hat, daB die Stimulierungen der CO,-Produktion verschiedener 
Pflanzen durch Hefanolextrakte — sie enthalten das Ko-Fer- 
ment — und durch Brenztraubensaure oder besser durch Alkali- 
pyruvinate parallel gehen. 

Es scheint physiologisch besonders bemerkenswert, daB 
sich das Aktivierungsvermégen nicht auf die Pyruvinate be- 
schrankt; es kommt auch den Salzen der iibrigen alipha- 
tischen und aromatischen Ketoséuren zu (siehe S. 83). 
Diese Katalysatoren entfalten ihre Wirkung auf die 3 girungs- 
fahigen Hexosen par excellence (Glucose, Fructose, Mannose) 
und auch auf solche Disaccharide, die leicht hydrolysiert 
werden (Rohrzucker, Maltose)’*). 

Unsere erwihnten Beobachtungen, die uns zu einer Be- 
schaftigung mit der Aktivierungsfrage fiihrten, waren bei Ver- 
suchen mit Hefensiften gemacht. Wir bedienten uns deshalb 
weiter desselben Fermentmaterials. 

Da die Aktivierung naturgeméB am starksten zu Anfang 
der Versuche zutage tritt, konnten wir uns in den meisten 
Fallen auf kurzfristige Versuche in kleinen Eudiometern mit 
Quecksilberverschlu8 beschrinken. In diesen Fallen erwies sich 
auch der Zusatz eines Antisepticums als unndtig. 

Es kamen jedesmal zur Anwendung 1. 15,0 ccm Saft, der 
mit 1,5 ccm ™/,-Hexosenlésung’) (9°/,ig) und 0,15 cem m- oder 


1) W. Zaleski, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 31, 349 u. 354, 1913. 

*) In der Beschreibung der Pyruvinatwirkung auf die Vergérung 
von Traubenzucker ist uns M. Oppenheimer in einer jiingst in der 
Zeitschr. f. physiol. Chem. (93, 235) erschienenen Mitteilung zuvorgekom- 
men. Dem Autor kommt also die Prioritaét dieser Entdeckung zu. Von 
keiner Seite liegen jedoch Angaben dariber vor, daB die Er- 
scheinung durch die Salze aller physiologisch wichtigen 
Ketoséuren hervorgerufen wird und daB sich diese Akti- 
vierungen auch auf alle hauptsachlich girfahigen Hexosen 
erstrecken. Unsere iiber mehrere Jahre sich ausdehnenden und in 
der Publikation verspiteten Untersuchungen decken somit eine neue 
und allem Anscheine nach allgemeine Beziehung der a-Keto- 
siuren und damit des Aminoséurenstoffwechsels zur alkoho- 
lischen Garung auf (s. S. 83 u. 138). 

5) bezw. ™/,-Disaccharidlésung. 
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m/ 9 Kaliumpyruvinatlésung gemischt war. Zum Vergleich diente 
2. die Mischung von 15,0 ccm Saft mit 1,5 ccm ™/,-Hexosenlésung 
allein und 3. zur Kontrolle das Gemisch von 15,0 ccm Saft und 
0,15 com m- bezw. ™/,,-Kaliumpyruvinat. Nachdem sich heraus- 
gestellt hatte, daB die aus der angewandten Pyruvinatmenge und 
den Salzen anderer Ketosaiuren in Freiheit gesetzte Kohlensaure 
vernachlassigt werden konnte, entfiel die Kontrolle 3. 
Safte, die Traubenzucker erst nach Stunden zu vergiren 
anfingen, wurden ausgesondert. 
Temp. 28°. 
a) 15,0cem Saft K 
1,5 » ™/,-Glucoselésung. 
Entw. com CO, mach .... 15’ ee 80” | 45 
Ce rae -s | 3 





B) 15,0cem Saft K 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15 » m-Kaliumpyruvinat. 


Entw. com CO, nach 





vy) 15,0ccm Saft K 
1,5 » H,O 
0,15 » m-Kaliumpyruvinat. 
Nach 245: 0,25 ccm CO,. 


6) 15,0cem Saft K 
1,5 » H,O. 
Nach 245: Qccm. 


é) 15,0ccm Saft K 
1,5 » ™/,-Fructoselésung. 
Entw. com CO, nach .... iy | ww | 
bed Bhd hi 





¢) 15,0cem Saft K 
1,5 » ™/,-Fructoselésung 
0,15 » m-Kaliumpyruvinat. 
Entw. com CO, nach... . wiwil ww 
Sg pk OH ofie’d 
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n) 15,0 ccm Saft S*) 
1,5 » ™/,-Glucoselésung. 
. com CO, nach .... fa 2 ee 
es ee Se ee 





#) 15,0cem Saft S 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15 » m-Kaliumpyruvinat. 
. com CO, nach .... iv | w | 4 
25 | 5,5 | 6 





t) 15,0cem Saft S 
1,5 » ™/,-Mannoselosung. 


psa 
| 
| 


. com CO, mach .... 15’ 


 epnel 





25 | 4,25 


%) 15,0cem Saft S 
1,5 » ™/,-Mannoselésung 
0,15 » ™/,,-Kaliumpyruvinat. 
.com CO, nach .... 15 | SY | 48 
ape Tit aes eal 
A) 15,0 ccm Saft UM?) 
1,5 » ™/,-Glucoselésung. 
om CO, ,eebh .:.. Ww | wl w 
ig iinet ae aa 
(Gor in feinen Blaschen.) 
4) 15,0cem Saft UM 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15 » m-Kaliumpyruvinat. 
~com CO, mach .... | ee eee. ee 
rae: Te 
(Gor in groBen Perlen.) 











1) Die Selbstgiirung des Saftes S und der iibrigen Siafte, die im 
folgenden benutzt werden, war innerhalb der Versuchszeiten absolut 0. 
Eine Stimulierung derselben durch Pyruvinatlésung war in der Regel 
nicht zu beobachten, gegebenenfalls ist sie besonders angefiihrt. 

*) Die Selbstgarung von 15 ccm Saft UM + 1,5 com H,O war auch 
in 245=0, in 36% = Spur. 

15 com Saft UM + 1,5 com H,O+ 0,15 com m-Kaliumpyruvinat- 
lésung entwickelten in 1% eine Spur, in 2° 0,3 ccm CQ,. 








Entw. 


Entw. 


Entw. 


Entw. 


Entw. 


Entw. 


Entw. 
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v) 


ecm CO, nach 


S¥e 
— 


eem CO, nach 


ecm CO, nach 


ccm CO, nach 


ccm CO, nach 


com CO, nach 


ceem CO, nach 
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15,0cem Saft OM 

1,5 , ™/,-Galactoselésung 

3,0 ,  Toluol?). 

10> 24 4g | 72h 
0 2 ow | =~ 
15,0cem Saft OM 

1,5 , ™/,-Galactoselésung 

0,15, ™/,)-Kaliumpyruvinat 

3,0 , Toluol. 




















ee eT ee 
Se As 5 5,5 
0) 15,0cem Saft S 
1,5 , ™/,-Saccharoselésung. 
15’ 30’ 45’ 60’ 
ce. £ to oo 
a) 15,0 ccm Saft S 
1,5 , ™/,-Saccharoselésung 
0,15 , ™/,)-Kaliumpyruvinat. 
15’ 30’ 45’ | 60° 
re es oe oe i 
o) 15,0 cem Saft UM 
1,5,  ™/,-Saccharoselésung. 
iw | sy | 4B 60 
res oy ee ae 7 
¢) 15,0 cem Saft UM 
1,5 , ™/,-Saccharoselésung 
0,15 , m-Kaliumpyruvinat. 
15’ sy || 4k | 
45 “Te er ~ 
t) 15,0 cem Saft UM 
1,5 ,, ™/,-Maltoselésung 
| sw | 4 | oy | 2m 
0 | 0 | Spur | 1 | 25 


1) Auch ohne Beigabe von Toluol war innerhalb 10 Stunden in 


einem anderen Ansatz mit denselben Materialien keine Girung zu be- 


obachten. 
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v) 15,0 com Saft UM 
1,5 ,, ™/,-Maltosel6sung 
0,15 ,, m-Kaliumpyruvinat. 
Entw. com CO, nach 15’ 80’ 45’ | 60° | 2 S&t. 


0,3 2 3 4 7 


















Temp. 38°. 
a) 15,0 com Saft K 
1,5, ™)/,-Glucoseldsung. 
Entw.com CO, nach .... 15’ toe.) oe 


se | §& | @ | 



















B) 15,0 com Saft K 
1,5 ,  Glucoselésung 
0,15, m-Kaliumpyruvinat. 
Entw.com CO, nach .... 15 | 380 | 45 | 60 
“Sy OS. 0 i in 














y) 15,0 com Saft S 

1,5, ™/,-Glucoselésung. 

Entw.com CO, nach .... 15 | 30 
2,7 6 






45° | 60 
7 | 3 











| 
| 











6) 15,0 eem Saft S 
1,5 , 9°/,ige Glucoselésung 

0,15,, m-Kaliumpyruvinat. 
Entw.com CO, mach .... 15 | 37 ‘| 45 «=| 60 
tow. Ob | GE 

€) 15,0 com Saft K 

1,5 , ™/,-Fructoselésung. 
Entw.com CO, nach .... 15 | 380 | 48 ‘| 60 
85 | 55 “sw | £ 




























¢) 15,0 cem Saft K 
1,5, ™/,-Fructoselésung 
0,15, ™/,)-Kaliumpyruvinat. 
Entw.com CO, nach .... 15 | 30° ‘| 45 | 60 
re BB. Poe Pe 
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n) 15,0 ccm Saft UM 
1,5,  ™/,-Mannoseldsung. 
Entw. cem CO, nach ates ee rae 45! 60’ 
, Tay eS ae Sere et 
#) 15,0 cem Saft UM 
1,5, ™/,-Mannoselésung 
0,15 , m-Kaliumpyruvinat. 
Entw. com CO, nach .... 158 | 380° ‘| 45 | 60’ 
3 | 4 | 5 | 6 








t) 15,0 cem Saft S 
1,5, ™/,-Mannoseldsung. 
Entw. com CO, nach oy ew oe. “v | fe | lo 





2 | 375 | 5,75 g 
x) 15,0 com Saft S 
1,5 , ™/,-Mannoselésung 
0,15 ,  ™/,,-Kaliumpyruvinat. 
Entw. ecm CO, nach mie. | 30’ | 5 meee. 


0° 0a oa ome 





A) 15,0 ccm Saft S 
1,5 , ™/,-Saccharoselésung. 
Entw.com CO, nach .... 15 | 30 ‘(| «45 «=+(| 6 
See | ee | t 
) 15,0 com Saft S 
1,5 , ™/,-Saccharoselésung 
0,15 , m-Kaliumpyruvinat. 











Entw. com CO, nach Te «i: eee 60’ 
6 | “ee | 7,75 oe wi 
vy) 15,0 com Saft K 
1,5,  ™/,-Saccharoselésung. 
Entw.com CO, nach ... 15 | 30 | 45 | 60° | 25 
ae Se ee es 6 8,5 
&) 15,0 cem Saft K 
1,5 , ™/,-Saccharoselésung 
0,15, m-Kaliumpyruvinat. 
Entw.com CO, nach ... 15 | 30 | 45’ | 60 | 2 





Srts Geese Tog 1 as 
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SchlieBlich sind noch einige Versuche angefiihrt, die 
sich auf langere Zeiten erstrecken. Das Bild dndert 
sich dabei, wie zu erwarten war, nicht. Diese Versuche wur- 
den so durchgefiihrt, daB immer je zwei Azotometer beschickt 
wurden. Das erste (A) enthielt 15,0 ccm Saft S und 1,5 ccm 
einer ™/,-Glucose- bzw. Fructose- oder Mannoselisung; das 
zweite wurde mit 15,0 ccm Saft 8, 1,5 cem der entsprechenden 
Zuckerlésung und 0,15 ccm einer ™/,,-Kaliumpyruvinatlésung 
gefiillt. Die Giarungen wurden bei 28° im Brutschrank stets 
unter Beigabe von 1,5 ccm Toluol angesetzt. 


o) Versuch mit Glucose, a) Versuch mit Fruchtzucker 
(Fructose). 
Gemessene Menge Kohlensaéure Gemessene Menge Kohlensiure 
in ccm. in ccm 











Zeit in Versuch Zeit in Versuch 
Stunden Stunden A l B 














Spuren 4,0 
3,0 7,4 
5,6 10,0 

1 6,8 10,8 

1 15,2 16,8 

1 18,9 18,8 

21,4 22,4 














o) Versuch mit Mannose. 


Gemessene Menge Kohlensiure 
in ccm. 








Zeit in Versuch 





Stunden 





5 





2 
5 
7 
5 
0 
0 





Fast durchgehends’) tritt in den erwahnten Versuchen der 


1) Gelegentlich sind wir Saften begegnet, deren zymatische Kraft 
durch Pyruvinat in dem angegebenen Verhiltnis in keiner Weise ge- 
steigert, ja bei Einwirkung auf Fruchtzucker sogar ein wenig gehemmt 
wurde. Vielleicht ist in diesen Fallen so viel natiirlicher Aktivator vor- 
handen, da8 keine Steigerung mehr méglich ist. 
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Aktivierungseffekt der Pyruvinate auf die drei Hauptvertreter 
der Hexosen und den Rohrzucker zutage. Am deutlichsten bei 
28°, etwas schwiacher bei 37°. UnbeeinfluBt scheint — soweit 
bisher festgestellt wurde — nur die Girung der d-Galactose*) 
zu bleiben. Das erscheint erklarlich, wenn man bedenkt, dab 
dieser Zucker iiberhaupt nur langsam vergoren wird und daB8 
die Stimulierung nur in der ersten Vergirungszeit deutlich ist und 
allmahlich absinkt. Vermutlich werden auch bei lingerer Gardauer 
die im Pyruvinat gelegenen aktivierenden Faktoren verbraucht, 
ahnlich dem Ko-Ferment der Zymase. Da ja die Pyruvinate der 
Zerlegung durch die Carboxylase anheimfallen und die Spalt- 
produkte weiter umgewandelt werden, so hangt wohl die ganze 
Erscheinung mit den Vorgaingen bei der zuckerfreien Garung 
zusammen. 


4, Einflu8 von Salzen hoherer Ketosiuren auf die Giarung 
verschiedener Zuckerarten. 


(Uber eine unmittelbare Beziehung des Aminosiauren- 
stoffwechsels zur Garung.) 


Mit der Brenztraubensaure teilen die homologen «-Keto- 
sduren und die «-Ketodicarbonsauren die Befahigung zur zucker- 
freien Girung. Nachdem nun fir die brenztraubensauren Salze 
ein stimulierender EinfluB auf die Vergiérung des Traubenzuckers, 
der Fructose und Mannose usw. erkannt war, lag es nahe, die 
hoéheren Ketosauren auf ein entsprechendes Aktivierungsver- 
mogen zu prifen. Ein solches ist in ausgesprochenem MaBe 
vorhanden und mindestens so stark wie bei der Brenz- 
traubensadure entwickelt. Geprift und wirksam befunden 
wurden die «-Ketobuttersaure, die a-Ketocapronsaure 
(Methy]-athyl-brenztraubensiure), die Ox ybrenztraubensaure, 
die Oxalessigsiure (a-Ketobernsteinsiure), die a-Keto- 
glutarsaure, die Phenylglyoxalsaure, die Phenylbrenz- 
traubensaéure und die Oxyphenylbrenztraubensiaure. 
Wie sich die Brenztraubenséure vom Alanin ableitet, so sind 


‘) Die Vergérung des hexosediphosphorsauren Calciums konnte 
durch einen Zusatz von Kaliumpyruvinat gleichfalls nicht beeinfluBt 
werden, ebenso ist — wie zu erwarten stand — bisher keine Einwirkung 
auf Milchzucker zu beobachten gewesen. 


6* 
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auch die andern Ketosiuren Derivate von Aminosauren, 
und zwar der Aminobuttersdure, des Isoleucins, des Serins, der 
Asparaginsaure, der Glutaminsiure, des Phenyglykokolls, Pheny]- 
alanins und Tyrosins. Es kann als wahrscheinlich gelten, daB 
die anderen, vorlaufig nicht gepriiften a-Ketosiuren ebenso 
wirken. 

Der chemische Charakter und das biologische Verhalten 
dieser Gruppe von Aktivatoren legt den Gedanken nahe, 
daB sich hier eine natiirliche Beziehung zwischen den 
Vorgangen der alkoholischen Garung, der zuckerfreien 
Garung und des EiweiBumsatzes neu enthiillt. Beim nor- 
malen Vorgange, der Zuckervergirung durch lebende Hefen, 
geht ein Teil der Zellen zugrunde. Ihr EiweiS unterliegt proteo- 
lytischem Abbau und die gebildeten Aminosiuren werden — 
solange Zucker zugegen ist —- von den lebenden Hefenzellen 
wieder verarbeitet, wobei einerseits Fuselél entsteht und anderer- 
seits das freigewordene Ammoniak in den Kreislauf des EiweiBes 
zuriickkehrt (F. Ehrlich). Diese scheinbar einfache Umwand- 
lung der Aminosaéuren ist jedoch ein verwickelter ProzeB, keine 
glatte Desaminierung und Aspaltung von CO,. Es erfolgt 
vielmehr dieser Abbau der Aminosiuren — soweit bekannt, nur 
in Gegenwart von Zucker und durch lebende Hefezellen — iiber 
die a-Ketosiuren (O. Neubauer). Diese oxydativ gebildeten 
a-Ketosiuren sind dann direkt garbar, da sie durch das 
Ferment Carboxylase auch in Abwesenheit von Zucker und 
durch zellfreie Enzympraparate in CO, und einen Aldehyd ge- 
spalten werden (C. Neuberg). Die Aldehyde werden dann se- 
kundar ganz allgemein zu den entsprechenden Alkoholen (Neu- 
berg) reduziert. 

Genau so, wie die Zymase auch in der Natur nicht vor- 
kommende Zucker angreift, wie die Fuselélbildung auch aus 
zellfremden Aminosauren erfolgt, wie sich aie zuckerfreie Girung 
auch auf solche Ketosaéuren erstreckt, die sich von ,,unnatiir- 
lichen“ Aminosiuren ableiten, und wie sicherlich organismen- 
fremde Aldehyde reduziert werden, genau so greifen auch die 
Salze einiger unnatiirlicher a-Ketosiuren in die Zuckergairung 
ein, indem sie deren Ablauf stimulieren. Nur das Faktum 
laBt sich vorlaufig feststellen, nicht aber der Grund angeben. 
Die Wirkung scheint eine komplizierte zu sein. 
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Vergegenwiartigt man sich, daB bei der Vergirung des 
Zuckers durch zellfreie Safte oder leblose Hefepriparate keine 
Umwandlung der EiweiSbausteine in a-Ketosauren stattfindet, 
so erdffnet sich mit einem Schlage die Méglichkeit einer Be- 
ziehung der a-Ketosiiuren zu dem Ko-Ferment. Letzteres er- 
schépft sich bei allen Girungen mit leblosen Hefenpriparaten, 
nicht dagegen bei der Vergirung durch lebende Hefen, wo allem 
Anschein nach stets «-Ketosiuren gebildet werden. Diese selbst 
werden durch die Carboxylase alsbald zerlegt, also verbraucht. 
Freilich darf das Ko-Enzym nicht einfach mit einer Ketosiure 
oder einem Salz derselben identifiziert werden. Denn dann 
miuBten Pyruvinate, die ja aus dem Zucker allein hervorgehen 
diirften, das Koferment ersetzen kénnen. Das ist jedoch nicht 
der Fall. Eine Vielheit von a-ketosauren Salzen im Gemisch 
mit Phosphat hat jedoch deutlich eine koenzymahnliche Wir- 
kung (s. 8. 135). 

Jedenfalls zeigen sich hier neue Zusammenhiinge zwischen 
Garung und EiweiSabbau; in gewissem Sinne diirfte es sich 
um eine Regulierung der gewéhnlichen Zuckergirung 
durch eine gleichzeitig verlaufende zuckerfreie Gi- 
rung handeln. 


Stimulation der ,Zymase“ durch die Salze verschie- 
dener héherer a-Ketosauren. 
Temp. 28°. 
a) 15,0cem Saft K 
1,5 » ™/,-Glucoselésung. 
Entw. ccm CO, nach .... iw” = | «=| (8 45° | 60’ 


bai. are Ca es ame a 
(Beginn der Garung nach 6/.) 








B) 15,0cem Saft K 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15» m-Kalium-ketobutyrat. 
Entw. ceom CO, nach .... 15’ 8° =| 45’ 60’ 
40 | 4,5 5,5 6,5 
(Beginn der Garung sofort.) 





vy) 15,0cem Saft K 
1,5 » ™/,-Fructoselésung. 
Entw.com CO, nach .... 15 | 39 | 4% | 60 





2 3 5 | 6 
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6) 15,0cem Saft K 
1,5 » ™/,-Fructoselésung 
0,15»  m-ketobuttersaures Kalium. 
Ss. Oe TO Ue Te 
Te” TCS 
€) 15,0 ccm Saft S 
1,5 » ™/,-Mannoselésung. 
oe teas .. -— . hae 
0 | O75 | 








¢) 15,0cem Saft S 
1,5 » ™/,-Mannoselésung 
0,15» m-Kalium-ketobutyrat. 
me SG 15’ | 30’ | 45’ 
a 1: hs CT 





yn) 15,0ccem Saft K 
1,5 » ™/,-Rohrzuckerlésung. 


SEE st SE 





15 | | 4 


#) 15,0cem Saft K 
1,5 » ™/,-Saccharoselésung 
0,15» m-Kalium-ketobutyrat. 


anh EO Te a 
ae ee 





t) 15,0cem Saft S 
1,5 » ™/,-Glucoselésung. 
mech ... 17” | 3 | 4° | o& | 
025 | 05 | 05 | 0,75 | 





x) 15,0ccm Saft S 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15» m-Kalium-ketobutyrat. 
seek OORT aT ae 
a oT eT ee 8 
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A) 15,0cem Saft UM?) 
1,5 » ™/,-Glucoselésung. 
Entw. com CO, nach ... = 15’ 37 | 45° | 60 | di 


a.) ¢ | & ae i. @ 





) 15,0 cem Saft UM’) 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15» m-Kalium-ketocapronat. 
Entw. com CO, nach ... IY | 30 | -— | @ | PP 


et a Se ae Se i oe 





vy) 15,0cem Saft UM?) 
1,5 » ™/,-Fructoselésung. 
Entw. com CO, nach .... wi wil w 60’ 
—e) ae) OT 8 





&) 15,0cem Saft UM?) 
1,5 » ™/,-Fructoselosung 
0,15» m-Kalium-ketocapronat. 
Entw. com CO, nach .... WA OH 1. we 60’ 
S24 =i vO Ys 





0) 15,0ccem Saft UM*) 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15» ™/,-Kalium-oxaloacetat (nicht ganz 





gelést). 
Entw. oom CO, nach .... 15 fi 380 oy 45° | 60" 
ye” a 


a) 15,0cem Saft UM?) 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15» m-oxybrenztraubensaures Ca. 
Entw. com CO, nach .... iv” | 38 ui | 45’ 60’ 


‘grey ef | a 
0) 15,0cem Saft UM?*) 
1,5 » ™/,-Fructoselésung 
0,15» m-oxybrenztraubensaures Calcium. 


Entw. com CO, nach .... 15’ w | w | o 
3,5 aT @ T's 








1) In den Versuchen 4 bis @ ist dieselbe Saftprobe zur Anwendung 
gekommen; die Versuche sind also miteinander vergleichbar. 





C. Neuberg: 


6) 15,0cem Saft UM?) 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15» m-ketogluconsaures*) Calcium. 
cm OO, neh .... 1 | O& | a | & 
a Bar PSS i eee ee 





1) 15,0cem Saft UM) 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15» ™/,,-phenylglyoxalsaures Kalium. 
ecm CO, nach . oe et aR 4 


Sf aera Oe i 4 





v) 15,0cem Saft UM?) 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15» ™/,,-phenylbrenztraubensaures K. 
on Oak Se a eet ie 
15 or es ae 


| 





gy) 15,0cem Saft UM?) 
1,5 » ™/,-Fructoselésung 


0,15» ™/,,-phenylbrenztraubensaures K. 
.com CO, nach .... 15’ | Lae 
a | 11 





7) 15,0 com Saft UM 
1,5 » ™/,-Glucoselésung. 
.emn OO, mach os. OW | 
Sis | 





y) 15,0 ccm Saft UM 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15 » ™/,)-oxyphenylbrenztraubensaures K. 


-om CO,ekh ...65 81. 1. we | ow 
iia ett &- + - 





1) In den Versuchen 4 bis ist dieselbe Saftprobe zur Anwendung 
gekommen; die Versuche sind also miteinander vergleichbar. 

*) Vgl. C. Neuberg, diese Zeitschr. 28, 355, 1910. Diese Saure ist 
vielleicht die zur d-Glucosaminsiure gehérige «-Ketoséure; die isomere 
Glucuronsiure soll gelegentlich gepriift werden. 
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Entw. ccm CO, 


Entw. com CO, 


Entw. com CO, 


Entw. ccm CO, 


Temp. 37°. 


Entw. ccm CO, 


Entw. cem CO, 


Entw. cem CO, 


Entw. ccm CO, 





w) 15,0 cem Saft UM 
1,5 » ™/,-Glucoselésung. 
mech 1 i. 15’ 30’ 45’ 
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60’ 





0 1 2,5 
aa) 15,0 com Saft UM 


60’ 





1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15» ™/,,-ketoglutarsaures K. 
nach 15’ 30° 45/ 
0 1,5 3,5 


BB) 15,0 com Saft UM 
1,5 » ™/,-Mannoselésung 
ee ) — 3Y | 45’ 





Spur 0,5 2 
yy) 15,0 com Saft UM 


1,5 » ™/,-Mannoselésung 
0,15» ™/,,-ketoglutarsaures K. 
ae ae 15’ 30’ 45’ 


60’ 





1 2,5 3,5 


a) 15,0 cem Saft K 
1,5 » ™/,-Glucoselésung. 
weem 6 we 15 30/ 45’ 
i ae ae ae 


f) 15,0 cem Saft K 





1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15 » m-Kalium-ketobutyrat. 
ee 








Map 2a 8 
y) 15,0 com Saft K 
1,5 » ™/,-Fructoselésung. 
eee wf 38 45’ 





3 4 6 
5) 15,0 cem Saft K 
1,5 » ™/,-Fructoselésung 


0,15 » m-Kalium-ketobutyrat. 
WONT. «5.5 15’ 30’ 45! 





5 6 7,5 





90 C. Neuberg: 


é) 15,0 com Saft S 
1,5 » ™/,-Mannoseldsung. 
Entw. com CO, nach... . 15’ so’ | 45’ | 


ae ies ES ae As ae 
¢) 15,0 cem Saft S 
1,5 » ™/,-Mannoselésung 
0,15 » m-Kalium-ketobutyrat. 
Entw.com CO, nach .... 15 | 37 | 45 | 60 





3 | 5 moni 1) 6 | 8 
yn) 15,0 com Saft K 
1,5 » ™/,-Saccharoselésung. 


Entw.com CO, nach .... 15 | 30 | 45 | 60 








a ee SS i, ae ee 


#) 15,0 ccm Saft K 
1,5 » ™/,-Saccharoselésung 
0,15 » m-Kalium-ketobutyrat. 
Entw. com CO, nach .... 15 | 30 | 45 | 60 





oa of} @: tf sf 





t) 15,0 com Saft UM 
1,5 » ™/,-Maltoselésung. 
Entw. com CO, nach .... eds OS ai a 





cee  T om ft 


x) 15,0 com Saft UM 
1,5 » ™/,-Maltoselésung 
0,15 » m-ketobuttersaures Kalium. 
Entw. com CO, mach .... 15 | 30 | 45 | 60’ 





w 


Bie eS ee 


A) 15,0 com Saft K 


1,5 » 9°/,ige Glucoselésung. 
! 


Entw. com CO, mach ... 15’ | 30 | 45 | 60’ | Qh 





| 2S oe ee ee ee oe ee ee 


#) 15,0 com Saft K 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15 » m-ketocapronsaures Kalium. 
Entw, com CO, nach... 15’ | 30 | 45° | 60 | 2 





ee ae ere on 
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vy) 15,0 ccm Saft 8?) 
1,5 » ™/,-Mannoselésung. 
Entw. ccm CO, nach... (15 | 80 45’ 60’ le 


rey eos er ee 8 
€) 15,0 cem Saft S*) 
1,5 » ™/,-Mannoselésung 
0,15 » m-ketocapronsaures K. 


Entw. ccm CO, nach ... = 15’ | 37 | 4° | 6 2 
| ee a 





0) 15,0 cem Saft S 
1,5 » ™/,-Mannoselésung 
0,15» ™/,,-oxalessigsaures K. 
Entw. com CO, nach .... 15 | 30 | 45 | 60 
Diclsetisidsth 1 Sf 


a) 15,0 com Saft S 
1,5 » ™/,-Mannoselésung 
0,15 » m-oxybrenztraubensaures Ca. 
Entw.com CO, nach .... 15 | 3% | 45’ 60 
mage was “Say Mae ee ee 


0) 15,0 ceom Saft K?*) 
1,5 » ™/,-Glucoselésung. 
Entw. com CO, nach .... wy | wl we | lw as 
i, — el Umer hae 





6) 15,0 com Saft K?) 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15 » ™/,,-phenylglyoxalsaures K. 
Entw.com CO, nach .... 15 | 37% | 45 | 60 


S4: bwiihed? Mok: 2 


t) 15,0 com Saft K?*) 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15 » ™/,,-phenylbrenztraubensaures K. 
Entw.com CO, nach .... 15 | 380 | 45 | 60 
i 2 +e  . 





1) In den Versuchen » bis a derselbe Saft. 
*) Zu den Versuchen o bis t diente der gleiche Saft. 





C. Neuberg: 


v) 15,0 cem Saft S 
1,5 » ™/,-Glucoselosung 
a. vee to ee oe 
05 | 41,75 1b | 





gy) 15,0 ccm Saft S 
1,5 » ™/,-Glucoselésung 
0,15 » ™/,-a-ketoglutarsaures K. 
OO,-mech .... Fu. owt 
te pe 3 ei 


zy) 15,0 cem Saft S 
1,5 » ™/,-Fructoselésung 
Cet ct J | | ew | 
ea a ee 
y) 15,0 ccm Saft S 
1,5 » ™/,-Fructoselésung 
0,15 » ™/,,-a-ketoglutarsaures K. 
.cem CO, nach .... 159 | 80 45° | 60 
oe 1:6 | es. | ae 





w) 15,0 cem Saft S 
1,5 » ™/,-Mannoselosung. 
.cem CO, nach .... Pe to: ow 
..7 4285.4 39 


aa) 15,0 ecm Saft S 
1,5 » ™/,-Mannoselésung 
0,15 » m-a-ketoglutarsaures K. 


CO, mach ..«. int eee | oe 
OS.) O61 °& 








Die garungsbeschleunigende Wirkung der héheren Keto- 
siuren tritt bei Verwendung ihrer Salze genau so wie bei den 
Pyruvinaten zutage. In der Regel ist bei 28° die Stimulierung 
deutlicher als bei 37°, wo die Garung an sich schon schnell 
verlauft. 

Wir haben schlieBlich noch die freien Ketosiuren, sowie 
von der Brenztraubensiure und der Oxalessigsiure die Athy]- 
ester’) auf Aktivierungsvermégen gepriift. Den freien Siuren 


*) Die Athylester werden von Hefe schwach gespalten; vgl. C. Neu- 
berg u. L. Karezag, diese Zeitschr. 87, 176, 1911. 
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ist es eigen, allerdings in schwaicherem MaBe; auch macht 
es sich erst bei héherer Konzentration geltend. Die Athyl- 
ester wirkten nach unseren bisherigen Erfahrungen nicht stimu- 
lierend, sofern sie véllig unverseift waren. 


H. Minimumversuche. 


Die ersten Versuche iiber die zuckerfreien Garungen sind 
fast simtlich mit reichlich Hefematerial angestellt worden. Be- 
vor der Mechanismus der Carboxylase-Gairung aufgeklirt war, 
wurden naturgemaB groBe Mengen der frischen Hefen oder 
der Fermentpraparate angewendet, um eine méglichst ergiebige 
Enzymwirkung zu erzielen. Nachdem der ProzeB jetzt bis in 
Einzelheiten klargestellt worden ist und sich kein Punkt er- 
geben hat, der mit der Auffassung der Carboxylase als eines 
Teilenzyms der Zymasegruppe im Widerspruch stande, schien 
der experimentelle Beweis dafiir wiinschenswert, daB auch die 
Carboxylase in kleinsten Mengen Brenztraubenséure spaltet, 
ahnlich wie geringe Quantitaéten Hefen gréBere Mengen Zucker 
umsetzen. 

Entsprechende Versuche sind mit frischen ober- und unter- 
garigen Hefen sowie mit Macerationssiften bei den iiblichen 
Giarungstemperaturen, d. h. bei 28° und bei 37°, vorgenommen 
worden. 

Das Ergebnis war, daB unzweifelhaft die Carboxylase in 
sehr geringen Mengen wirksam ist. Dieselbe Fermentmenge 
in Form frischer Hefen setzt zwar mehr Zucker um; bei Ma- 
cerationssaften ist umgekehrt die Einwirkung auf Brenztrauben- 
sdure erheblich starker. Auf alle Fille ist der Schlu8 gerecht- 
fertigt, daB auch sehr kleine Mengen Carboxylase die zucker- 
freien Garungen ausldésen. 

Fir die hier behandelte Frage war es unndétig, die unterste 
Grenze der Fermentmenge zu ermitteln, die noch Brenztrauben- 
sdure zerlegt. Denn die mitgeteilten Daten zeigen, daB sich 
Carboxylase und ,,Zymase“ gleich ,stark“ gegen ihre spezifi- 
schen Substrate verhalten. 

Wir haben weiter festgestellt, daB Carboxylase in kleinster 
Menge auch auf die héheren Ketosiuren einwirkt, so auf die 
«-Ketobuttersiure, «-Ketocapronsiiure und die Oxalessigsiure. 
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Temp. 28°. 


. ecm CO, nach 


C. Neuberg: 


1. Versuche mit frisehen Hefen. 


a) 16,0 ccm H,O 
0,15 g feuchte Hefe XII. 





B) 15,0 cem H,O 
1,0 , m-Brenztraubensdure (= 0,088 g) 
0,15 g Hefe XII. 

. ecm CO, nach 108 | 24 





05 | 2,5 


y) 15 cem H,O 
1 ,  m-Ketobuttersiure (— 0,102 g) 
0,15 g Hefe XII. 


. com CO, mach .... 108 24h | 34" 





ee | iss 1 


6) 14,0 ccm H,O 
2,0 , ™/,-Ketocapronsiure (0,13 g) 
0,15 g Hefe XII. 


. com CO, nach .... 108 | 34" 





0,5 | 1,75 


e) 10,0 cem H,O 
4,0 , ™/,-Oxalessigsiure (= 0,132 g) 
0,15 g Hefe XII. 


. com CO, nach .... 108 | 24h | 345 


. com CO, nach 


. eem CO, nach 





0,5 1,75 | 2,5 


¢) 16,0cem H,O 
0,1 g Traubenzucker 
0,15 ,, Hefe XII. 





n) 16,0 ccm H,O 
0,15 g Hefe K. 
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%) 15,0 com H,O 
1,0 » m-Brenztraubensiure (= 0,088 g) 
0,15 g Hefe K. 
Entw. com CO, nach .... 10% | 245 345 
25 | 3 | 3 
‘) 15,0 ccm H,O 
1,0 ,  m-«-Ketobuttersiure (= 0,102 g) 
015g Hefe K. 
io 86©[|| oC 





Entw. ccm CO, nach 





1 | 1 | 1 
x) 14,0 ccm H,O 
2,0 ,  ™/2-Ketocapronsiure (= 1,30 g) 





0,15 g Hefe K. 
Entw. com CO, nach .... 104 24h | 345 
Spur Spur 1,5 


4) 10,0 cem H,O 
4,0 , ™/4-Oxalessigsiure 
0,15 g Hefe K. 
Entw. com CO, nach ... . 108 24" | 342 
1 Ra gee 
4) 16,0 com H,O 
0,1 g Traubenzucker 
0,15 , Hefe K. 


Entw. com CO, nach .... 108 | 24» | 345 
4 Re” we 6,5 








2. Versuche mit Macerationssaft. 
Temp. 37°. 
«) 14ccm H,O 


2 , Saft UM’) 
Nach 245: Q ccm COQ,. 
B) 13 ccm H,O 
1 ,  2-m-Brenztraubenséure 
2 , Saft UM 
Nach 245: 3 cem CO,. 


1) Wenn 400 g lufttrockene Hefe UM mit 1200 com Wasser ange- 
rihrt wurden, so betrug das Volumen 1550 ccm. 1 com Saft ist dem- 


nach rund = a = 0,258 g lufttrockene Hefe. 





C. Neuberg: 


y) 12 ccm H,O 
1 , 2-m-Brenztraubensaure 
1 , 2-m-K,HPO, 
2 , Saft UM. 
: 2ecm CO,, nach 245: 10 cem CO,. 


6) 12 ccm H,O 
2 ,  m-Glucoselésung 
2 , Saft UM. 
Nach 245: 0,25 com CQ,. 


e) 12 cem H,O 
2 , ™/2-Rohrzuckerlésung 
2 , Saft UM. 
Nach 245: Spur CO,. 


J. Erfahrungen fiber die Selbstgarung von Macerations- 
saften nach dem Ausfall von 67 Proben. 

Das Studium der Carboxylase ist wesentlich erleichtert 
worden durch den Umstand, daB sie leicht vom Leben der 
Zelle abgetrennt werden kann’). Nachdem wir die Carboxylase 
in dem sogenannten Macerationssaft nach von Lebedew auf- 
gefunden hatten’), ist dieses bequem zugingliche Fermentmaterial 
vielfach zu einschlagigen Untersuchungen benutzt worden. 

Als einen wesentlichen Vorzug des Macerationssaftes hat 
von Lebedew’) angegeben, daB er bei richtiger Herstellung 
keine Selbstgirung zeige. Dadurch unterscheidet sich der 
Lebedewsche Macerationssaft von dem Buchnerschen HefepreB- 
saft. Letzterer wird in der Kilte gewonnen, ersterer in der 
Warme. Es ist nun durchaus verstindlich, da bei einer 
Digestion im Brutschrank von 37° die durch osmotische Vor- 
gange aus dem Zellinneren auswandernden verschiedenen Kohlen- 
hydrate‘) vergoren werden, so da8 ein Saft hervorgeht, der prak- 
tisch keine Selbstgirung zeigt. 


1) C. Neuberg und L. Tir, diese Zeitschr. 32, 329, 1911; C. Neu- 
berg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 136, 1913. 

*) C. Neuberg und Joh. Kerb, diese Zeitschr. 47, 418, 1912. 

3) A. v. Lebedew, Ann. de I’Inst. Pasteur 1912, 8; Zeitschr. fiir 
physiol. Chem. 78, 447, 1911. 

*) Vergl. hierzu E. Salkowski, Zeitschr. fiir physiol. Chem. 92, 
75, 1914. 
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Es liegt auf der Hand, wie wichtig es fiir die Benutzung 
des Macerationssaftes ist, wenn man sich darauf verlassen kann, 
daB er keine stérende Selbstgirung aufweist. Die Angaben 
Lebedews haben wir friiher im ganzen bestatigen kénnen; 
dagegen bestreitet M. Oppenheimer’) die Richtigkeit des 
Lebedewschen Befundes. Seitdem wir uns der Macerations- 
sifte bedienen, haben wir ausnahmslos Kontrollen iiber die 
Selbstgiarung angestellt und die Verhiltnisse zumeist auch 
quantitativ verfolgt. So verfiigen wir iiber ein vergleichbares 
Material, das sich auf 67 Proben verschiedener Macerations- 
sifte bezieht. Dieselben sind zum kleineren Teile aus kiuf- 
licher Miinchener Hefe (nach von Lebedew) gewonnen, gréBten- 
teils aus selbstgetrockneten Hefen bereitet. Diese entstammten 
ausnahmslos dem Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin. Sie 
wurden an der Luft oder meistens im Faust-Heimschen Apparat 
bei ca. 25° so lange getrocknet, bis sie sich im Mérser miihe- 
los pulvern lieBen.. Wir fanden es zweckmaBig, die Zeit der 
Maceration (mit der dreifachen Menge Wasser) auf 2*/, Stunden 
auszudehnen. Wir 'verfahren dabei so, daB die Trockenhefe 
unter Riihren in Wasser von 40° eingetragen wird und da 
die Mischung noch warm sogleich in den Brutschrank gelangt. 

Von den klaren Siften dienten in der Regel 15 ccm zur 
Priifung auf etwaige Selbstgirung. Sie wurden in kurzen Eudio- 
metern mit QuecksilberverschluB unter Zugabe von Toluol mehr 
oder minder lange Zeit stehen gelassen. Dabei haben wir fest- 
gestellt, daB Toluol in der iiblichen Konzentration oft nicht 
ausreicht, die Tatigkeit gasbildender Bakterien zu unterdriicken, 
indem die entwickelten Blasen nur z.T. von Lauge absorbier- 
bar waren. Es zeigte sich weiter, daB eine sich ansammelnde 
Gasmenge, selbst wenn sie aus Kohlendioxyd bestand, nicht 
immer auf Selbstgarung zuriickzufiihren ist, sondern lediglich 
auf eine mechanische (oder chemische) Entbindung von Kohlen- 
dioxyd aus dem mit Kohlensiure bzw. Carbonaten gesittigten 
Saft. Diese Tatsache ward offenbar, wenn die Safte vorher 
mit kohlensdurefreier Luft oder mit Wasserstoffgas gesittigt 
waren. In einigen Fallen trat eine, wenn auch geringe Selbst- 
garung unzweifelhaft auf. Sie ist jedoch niemals von der 





1) M. Oppenheimer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 75, 1914. 
Biochemische Zeitschrift Band 71 7 
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GréBenordnung gewesen, die Oppenheimer behauptet, und es 
kann gar keine Rede davon sein, daB die von diesem Autor 
gemachten Angaben in der Mehrzahl der Falle zutreffen. Immer- 
hin diirfte die eigene Bereitung der Trockenhefe in der von 
uns geiibten Weise der Benutzung von kauflicher Trockenhefe 
vorzuziehen sein, zumal allem Anschein nach durch die Trocknung 
bei 25° und die etwas ausgedehntere Digestion (2*/, Stunden) 
Safte erhalten werden, die praktisch allermeist frei von Selbst- 
garung sind. 

Bei dieser Gelegenheit moéchten wir darauf hinweisen, daB 
die selbstgewonnenen Trockenhefen sich schon auBerlich vor- 
teilhaft von der Handelsware unterscheiden. Sie zeigen einen 
angenehm aromatischen Duft, wahrend letztere dumpf, kase- 
artig riecht. Auf den Gehalt der kauflichen Trockenhefe an 
Bakterien und an Aminen, die wohl durch diese hervorge- 
bracht werden, haben wir wiederholt aufmerksam gemacht’). 
Man hat es auch in der Hand, sehr ,glykogenreiche“ Hefen 
vorher nach den Angaben von W. Henneberg sowie Buchner 
und Mitscherlich*) zu entzuckern und so fiir die Gewin- 
nung eines Saftes ohne Selbstgirung vorzubereiten. Wir haben 
diese Behandlung mit Erfolg bei einer Portion der Hefe K vor- 
genommen. Ubrigens niahert sich unsre Vorbehandlung ganz 
allgemein obiger Vorschrift von Buchner und Mitscherlich. 
Enthalt die Ausgangshefe nicht zu viel tote Zellen, so ist der 
aus der Trockenhefe gewonnene PreBsaft befriedigend. 

Die mitgeteilten Erfahrungen iiber die 67 Proben von Mace- 
rationssaften stellen zugleich einen Beitrag zu der Frage dar, 
welche Hefen sich zur Gewinnung von garkraftigen Macerations- 
saften eignen. Denn nach den Angaben der Literatur ist deren 
Darstellungsméglichkeit genau wie die von HefepreBsaft be- 
schrankt. Mit Saften aus obergirigen Hefen hatten wir stets 
negative Ergebnisse zu verzeichnen; wohl war in ihnen Carb- 
oxylase, aber keine Zymase nachweisbar. Dagegen haben wir 


1) C. Neuberg und Joh. Kerb, diese Zeitschr. 53, 498, 1912; 
56, 501, 1918; 62, 492, 1914. 

*) W. Henneberg, Wochenschr. f. Brauerei 19, 651, 1902; 21, 376 
u. 474, 1904. — E. Buchner u. S. Mitscherlich, Zeitschr. f. physiolog. 
Chemie 42, 554, 1904. 
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Tabellarische Ubersicht iiber das Verhalten von 67 
Proben verschiedener Macerationssafte hinsichtlich 


der sogenannten Selbstgarung. 



































* i Bei der poemape cee = 
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(Fortsetzung.) 
an Bei der Selbstgirung von| 
[384 Tempe-| Antisepti- | 1° ccm Saft entwickelte 
zie] ratur josie cem Gas nach Bemerkungen. 
itd 6 | 10> | 24% | 4st 
pe ie Dereelbe Saft. Probe 21 ist 
te 
N 9° ib 5 Limmertem p. 
21 aad 37 Sw’ 0 0,5 1,0 2,0 mit bw mee” gest 
: . . 21 
S on KOH absorblerber, 
22 (191 4) 37 ie 0,25) 0,25) 0,25) 0,25 nd 22 a... ae age 
| 21 nur geléste CO, anzu- 
nenmen. 
A U ‘ 1,5 em “ney 
231913) 28 | Totuot | | e197 i? 
24 a91 3) 37 6.49 0 ‘Spur Von einer Saftprobe. 
95 U . ame 
25 1g13)!9 15 B 0 | 0 0 /0 
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2611913) 28 Chloroform| 9 | 0 0 | 0 
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U ai 
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U (starke Bakterienent- 
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“1 (1913) ad Toluol 0 | Ae be 0,5 unabsorbierbar. 





ean aaa es 




















Fortges. Unters. iiber Carboxylase u. andere Hefenfermente. 101 
(Fortsetzung.) 
8. Bei der Selbstg&rung von 
[Zea Tempe-| Antisepti- 15 cem Saft entwickelte 
Zz = Ft ratur a amines _ Bemerkungen. 
tal 6m | 10" | 24m | 4gh 
9| UM ~ | leem Ganzlich von KOH ab- 
4211914) 8 Toluol | ° 1,0 2,0 2,5 sorbierbar. 
Der gleiche Saft wie 42; 
43 UM 37 0 0 | 0 0 2 Std. bei Zimmertempera- 
(1914) ” | pg Wasserstoff ge- 
UM Der SS = = Nr. 41 
} ~ . 42; 2 Std. i ° 
44 1914) 37 n 0 0 0 Spur tompesnter mit COq-freier 
(1914) - 
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Der gleiche Saft wie bei Nr. 42 
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(Fortsetzung.) 











Bei der Selbstgirung von 
15 ccm Saft entwickelte 
Antisepti- cem Gas nach Bemerkungen. 


6 | 108) 24h | 438 


cum 








Dieselbe Hefe, welche zur 
Bereitung von Trockenhefe 
K fiir den Saft der Versuche 
54—58 gedient hatte, wurde 
(1 91 3) zuvor durchVorbehandlung 
nach Buchner (I. ¢.) ,glyko- 
K genfrei* gemacht. Die zen- 
(1913) trifugierte Hefe wurde als- 
dann in tiblicher Weise ge- 
K trocknet u. auf Saft verar- 
1913) beitet. Dieser zeigte jetzt 
keine Spur Selbstgirung 
mehr bei ausgezeichnetem 
Garvermégen. 


K 1 ccm Der Versuch, der den 
(1913) Toluol Saft der Experimente 
K 59—61 geliefert hatte, 
(1913) 0 wurde ein halbes Jahr 

spaiter mit dem glei- 
K chen Erfolge wieder- 
(1913 . 0 holt. 





K 0,5 ccm 
(1914) Chloroform 


K 1,5 com 
(1 914) Chloroform 


K 0,75 com 
(1914) Allylsentét 


Spur] Triibung. 


Spur} Schwache Flockung. 





Spur] Triibung. 























aus simtlichen darauf gepriiften Unterhefen (K, U, MU) aus- 
gezeichnet wirkende Macerationssafte erhalten. 

Die Giarkraft ist — genau wie bei frischen Hefen — ge- 
wissen Schwankungen unterworfen, die sich nicht mit Bestimmt- 
heit erklaren lassen. Bei scheinbar vdllig gleicher Arbeitsweise 
zeigt der Hefensaft aus der gleichen Rasse nicht unwesentliche 
Unterschiede, namentlich im Angairungsvermégen und in der 
Empfindlichkeit gegen Zusiitze vom Charakter der freien Brenz- 
traubensaure. Mit Differenzen im EiweiBgehalt lassen sich diese 
Schwankungen nicht erkliren, wie wir ausdriicklich festgestellt 
haben. Eine wichtige Rolle spielt offenbar ein wirklich wech- 
selnder Gehalt an Fermenten wie an natiirlichen Aktivatoren 
und Moderatoren, die bald ein optimales, bald ein weniger 
gunstiges ,,Milieu“ schaffen. Die erwihnten Schwankungen 
sind allen Sachkennern hinlinglich bekannt. 
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K. Uber das Verhalten von Invertaselésung bei jahre- 
langer Aufbewahrung. 


In festem Zustande haben bekanntlich viele Fermente 
eine groBe Bestandigkeit, wihrend ihre Haltbarkeit in Lésung 
begrenzt ist. Friiher’) konnte bereits tiber das Verhalten einer 
mehr als ein Jahr hindurch im Laboratorium aufbewahrten 
Invertaselésung (autolysierten Hefe) berichtet werden. Die Unter- 
suchung an dem gleichen Material ist fortgesetzt und hat seine 
unveranderte Wirksamkeit ergeben. 

Von der am 3. Juni 1912 angestellten Hefenaufschwem- 
mung wurden am 27. Juli 1914 nach griindlichem Durch- 
schiitteln 20,0 com entnommen. Dieselben wurden mit 50 ccm 
Wasser und 20g Rohrzucker versetzt. Nach 21stiindiger Auf- 
bewahrung im Brutschrank von 37° wurde die Mischung ab- 
gekiihlt- und durch Zugabe von 10,0 ccm colloidalem Eisen- 
hydroxyd und Wasser auf ein Volumen von 100,0 ccm gebracht. 
Das farblose Filtrat war lavogyr, und zwar im 1 dem-Rohr 
entsprechend — 4,05°/, Glucose. Am 30. Juli und 17. Sep- 
tember 1913 war ganz entsprechend der Wert = — 4,0°/, ge- 
funden. 

Somit hat die Invertaselésung eine beinahe 800tagige Auf- 
bewahrung bei Zimmertemperatur ohne Schadigung vertragen. 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 56, 495, 1913. 











Die Garung der Dioxymaleinsiure. 


Von 
Carl Neuberg und Erwin Schwenk. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm -Instituts fiir 
experimextelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Die Untersuchungen iiber die zuckerfreien Garungen 
haben gelehrt, daB auBer der Brenztraubensiure zahlreiche 
andere «-Ketoséuren von Hefen bzw. durch das in ihnen ent- 
haltene Ferment Carboxylase unter Abspaltung von Kohlen- 
saure zerlegt werden. Wie die Beispiele der isomeren Formen 
der Oxalessigsiure, das der a-Ketoglutarsaiure und der 
Dioxobernsteinsaure zeigen, sind auch die a-Ketosauren 
mit zwei Carboxylen im Molekiil der zuckerfreien Gérung 
fahig. Ein in biologischer Hinsicht sehr interessanter Vertreter 
dieser Reihe liegt in der Dioxymaleinsiaure (I) vor, die auch 


I II 


COOH COOH 


| | 
COH CO 


! 
| 


| 
COH CH.OH 


| | 
COOH COOH. 


als Glykolaldehyddicarbonsaure (II) (Oxyoxalessigsiure 
oder Glykolyloxalsiure) aufgefaBt werden kann. Zwar hat schon 
der Entdecker dieser Substanz, H. J. Fenton), festgestellt, daB 
sie beim Erwirmen mit Wasser auf 50 bis 60° eine Spaltung in 
Glykolaldehyd und Kohlendioxyd erleidet. Aber bei niederen 
Temperaturen ist die Dioxymaleinsaéure bestindig genug, um 
das Studium der Hefeneinwirkung zu gestatten. 


1) H. J. Fenton, Journ. of Chem. Soc. 65, 899, 1894. 











C. Neuberg und E. Schwenk: Giarung der Dioxymaleinsiure. 1(5 


Unter dem Einflusse der verschiedenen Hefesorten 
sowie von Trockenhefe und von Hefenmacerationssaft 
erfahrt die Dioxymaleinsiure bei 16°—18° eine 
Spaltung unter Entwicklung von Kohlendioxyd und 
Bildung von Glykolaldehyd. Die Zerlegung der Saure 
durch lebende Hefe ist bei Zimmertemperatur stets sehr viel 
erheblicher als der freiwillige Zerfall in der gleichen Zeit. 

Diese Entstehung von Glykolaldehyd durch einen Giarakt 
entspricht vollstandig der Bildung der gleichen Substanz aus der 
Oxybrenztraubensaure; andererseits ist die Bildung von Glykol- 
aldehyd, das ist Oxyacetaldehyd, aus der Oxalglykolsiure durch- 
aus analog der Entstehung von Acetaldehyd aus der Oxalessig- 
siure. Der Zerfall, den die genannten «-Ketodicarbonsiuren 
in der Warme erleiden und der in geringem Umfange auch bei 
niederer Temperatur eintritt, wird durch das Eingreifen der 
Carboxylase sehr wesentlich verstirkt und beschleunigt’). 

Wahrend die Bestimmung der losgelésten Kohlensaure leicht 
moglich ist, verhalt es sich anders mit dem Nachweise des zweiten 
Spaltungsprodukts, des Glykolaldehyds. Eine Isolierung in Sub- 
stanz ist in den ausgegorenen Ansitzen natiirlich unmédglich. 
Dagegen fanden wir den Weg der Abscheidung als Osazon 
gangbar. Unverinderte Dioxymaleinséure reagiert mit essig- 
saurem Phenylhydrazin unter Loslésung einer Carboxyl- 
gruppe und unter Bildung des schon von E. Fischer, Nast- 
vogel und Will auf anderen Wegen erhaltenen Oxybrenz- 
traubensadureosazons, 


COOH—C—CH : N.NHCO,H, 
I 
N.NHC,H, 


Diese Einwirkung von Phenylhydrazinacetat hat bereits 
Fenton”) festgestellt. Wir kénnen seine Angaben durchaus be- 
stitigen und hinzufiigen, daB bei der Einwirkung auf reine 
unzerlegte Dioxymaleinsaéure ausschlieBlich Oxybrenz- 


1) Derartige Férderungen der Kohlensaéureabspaltung aus relativ 
bestandigen Carbonsiuren hat man auch durch die Einwirkung tierischer 
Organe erzielt; so bei der Acetessigsiure (L. Pollak, Beitrige z. chem. 
Physiol. u. Pathol. 10, 232, 1907) und bei den Oxalessigsiuren (P. Mayer, 
diese Zeitschr. 62, 462, 1914). 

2) H. J. Fenton, Journ. of Chem. Soc. $7, 804, 1905. 
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traubensdureosazon entsteht und keine Spur Glykolalde- 
hydosazon, dessen Auftreten die Loslésung eines zweiten 
Carboxyls zur Voraussetzung hatte. Aus den vergorenen 
Dioxymaleinsadurelésungen erhaélt man dagegen Gly- 
kolaldehydosazon neben Oxybrenztraubensiureosazon. Ob 
letzteres nur aus unzerlegter Dioxymaleinsiure oder aus durch 
Hefeeinwirkung unter einfacher Decarboxylierung entstandener 
Carbonylséure der 3-Kohlenstoffreihe hervorgeht, kann nicht 
entschieden werden. Auch die zur Kontrolle ohne Hefebeigabe 
aufbewahrten Ansitze von Dioxymaleinsiure in Wasser ergaben 
etwas Glykolaldehydosazon infolge des bekannten freiwilligen 
Zerfalls der Dioxymaleinsiure. Aber die Unterschiede sind — 
namentlich bei Verwendung der mit Dikaliumphosphat ge- 
pufferten Dioxymaleinsiure — groB genug, um die Bildung 
von Glykolaldehyd durch den Garakt mit Sicherheit feststellen 
zu kénnen. Glykolaldehydosazon und Oxybrenztraubensaure- 
osazon lassen sich auf Grund der Fahigkeit des letzteren, Salze 
zu bilden, leicht trennen. Durch verdiinnte Sodalésung wird 
die Oxybrenztraubensdureverbindung herausgelést. 

SchlieBlich kénnen wir anhangsweise noch einige Erfah- 
rungen tiber die Darstellung der Dioxymaleinsaure 
selbst mitteilen; ihre Bereitung verursacht nach den Angaben 
der Literatur erfahrungsgemaB Schwierigkeiten, die wir be- 
seitigt zu haben glauben. 


Experimenteller Teil. 
Z.. 


Vergirung von Dioxymaleinsaure bei Zimmertemperatur 
(14 bis 17°). 

a) Es wurden 0,5g der reinen Dioxymaleinsiure, C,H,0O, 
-+ 2H,0, mit 50 com Leitungswasser durch gutes Verrihren 
bei Zimmertemperatur méglichst in Losung gebracht und in 
10 ccm der gleichmaBigen Suspension 1 g Oberhefe Rasse XII gut 
verteilt. Die ganze Fliissigkeit wurde in ein Eudiometer gegeben 
und dieses in der iiblichen Weise in eine Schale mit Quecksilber 
eingetaucht. 10 ccm der Siuresuspension wurden in einem 
andern Eudiometer in dieselbe Schale eingebracht und beide 
Réhren im Zimmer aufgestellt, dessen Temperatur von 14 bis 17° 
schwankte. Der Barometerdruck war 755,5 mm. 
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Se Senden ecm CO, entwickelt 
mit Saéure +- Hefe | Saure allein| Hefe allein 

2"), Spuren 0 0 

3}/, 1,0 0 0 
64/, 2,0 0 0 
11/, 5,0 0,4 0 

21 7,5 0,8 0 
26 10,0 1,2 0 
47 20,0 1,4 Spur 
69 21,0 | 3,0 0,25 








Unter Zugrundelegung der maximalen Zerfallsméglichkeit 
der Dioxymaleinsaéure findet man, daB im vorstehenden Ver- 
such von Hefe 16,1°/, CO, freigemacht wurden, wahrend aus 
der Saure allein unter denselben Bedingungen nur 2,3°/, CO, 
entstanden. 

b) Ein zweiter Versuch wurde mit einer untergarigen 
Hefe angestellt. 

0,2 g Dioxymaleinsiure wurden in 40 ccm Leitungswasser 
verteilt. 10 ccm dieser Mischung wurden mit 1 g Unterhefe UM 
gut verriihrt und der Ansatz in ein Eudiometer gefiillt. Dies- 
mal wurde als Kontrollversuch ein Eudiometer angesetzt, in 
dem sich eine Aufschwemmung von 1 g derselben Hefe UM in 
10 ccm Leitungswasser befand. Dieser Versuch wurde gleich- 
falls bei Zimmertemperatur (16 bis 18°) durchgefiihrt. 














In Stund ecm CO, entwickelt 
a | mit Sure + Hefe| Hefe allein 
Ie Spuren | 0 
14 4,0 0 
17 45 0,2 
19 5,0 02 





Wie man sieht, bleibt auch die Selbstgarung der Hefe UM 
weit hinter dem durch die Carboxylase verursachten Zerfall der 
Dioxymaleinsaure zuriick. 


II. 

Nachdem so die typische Zerlegbarkeit der Dioxymalein- 
saure durch Hefen bei Zimmertemperatur festgestellt worden 
war, haben wir einige Versuche iiber die Wirksamkeit 
verschiedener Hefen und Hefenpraparate bei 28° an- 
gestellt. Dabei kam freie, wie verschiedenartig ge- 
pufferte Dioxymaleinsaure zur Verwendung. 
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a) 0,15 g der Saure wurden mit 15 ccm Wasser und 1,5 g 
Oberhefe XII gut verriihrt. Diese Mischung kam dann in ein 
Garréhrchen. Als Parallelversuch wurden 15 ccm Saéuresuspension 
ohne Hefe ebenfalls im Garréhrchen angesetzt. Beide Gar- 
réhrchen wurden, wie bei den folgenden Versuchen, in einen 
auf 28° gewirmten Brutschrank gestellt. 








ecem CO, entwickelt 


In Stund 
li a mit Sure +- Hefe| Saure allein 











1 Spuren 0 
2 2,0 ; 
23), 5,0 ' 
4), 9,0 i 
5 11,0 h 
55), 12,0 ; 





Das Gas, das sich in den Roéhrchen angesammelt hatte, 
erwies sich als durch Natronlauge vollkommen absorbierbar, 
war also Kohlensiure. Die vergorene Lésung reduzierte stark. 

b) 0,15 g Séure wurde mit 15 ccm Leitungswasser und 1,5 g 
Unterhefe UM angeriihrt. Als Parallelversuch wurden 1,5 g der- 
selben Hefe in 15 com Leitungswasser aufgeschwemmt und beide 
Mischungen in Garréhrchen im Brutschrank von 28° aufbewahrt. 














ecm CO, entwickelt 
mit Saiure + Hefe| Hefe allein 


In 








10 Min. Spuren 
45 » 0,5 
13%), Std. 4,0 
163/,  » 4,5 
18"), 2 5,0 | 





c) 0,15 g der Saéure wurden mit 15 ccm Macerationssaft 
(aus Trockenhefe S) gut verriihrt und sofort in ein Girréhrchen 
eingefiillt. Ein zweites Garroéhrchen wurde zur Priifung auf 
Selbstgarung des Hefesaftes mit diesem allein gefiillt. 








ecm CO, entwickelt 
mit Saéure-+ Hefesaft')| Hefesaft allein 


*/, 0 
0 
21/, 0 
13/, 0,2 


In Stunden 














*) In diesem Réhrchen trat alsbald eine betrichtliche Fallung ein. 








Garung der Dioxymaleinsiure. 109 


d) Weitere Priifungen erfolgten mit einem anderen Mace- 
rationssaft, der aus frischerer Trockenhefe UM gewonnen war. 
Der Saft kam verdiinnt wie ohne Wasserzusatz zur Verwendung. 
Die Mengenverhiltnisse waren sonst die gleichen. 








ccm CO, entwickelt aus oe 
Saure + halb-| halbverd. 
verd. Hefesaft | Hefesaft allein 


In Stunden| Siure + Hefe- 


saft | Hefesaft allein 


| 

a aa 0 | 12 0 

Die Saéure wird demnach von dem urspriinglichen wie 
vom verdiinnten Saft gut vergoren. 

e) Mit dem gleichen Hefesaft wie bei c) wurden zwei 
Versuche angestellt, in denen die Dioxymaleinsiure zuvor 
gepuffert war. 

0,15 g der kristallwasserhaltigen Saiure und 0,28 g K,HPO, 
wurden mit 15ccm Hefesaft gut verrieben; ebenso wurde mit 
0,15 g Saéure und 0,315 g Na,B,O, +-10H,O verfahren. Beide 
Mischungen wurden in Garréhrchen gefiillt. 


























com CO, entwickelt 
iment Siure-+-K,HPO, | Saure-+Na,B,0, +-10aq 
PS Spuren 0 
2 2,0 Spuren 
3 3,0 0,8 
6 5,5 1,0 
24 11,0 3,0 
33 12,0 3,5 
58 12,0 5,0 





f) 0,15 g Dioxymaleinsiure und 0,29 g Dikaliumphosphat 
wurden in 15 ccm Leitungswasser gelést und in dieser Lésung 
1,5 g durch wiederholtes Waschen mit Wasser und Aceton von 
Ko-Ferment befreiter Trockenhefe S’) gut verteilt. Als 
Kontrollen wurden in der gleichen Menge Wasser 0,15g Saure 
-++ 0,29 g Phosphat, und schlieBlich 1,5 g Hefe mit 0,29 g Phos- 
phat (Priifung auf Selbstgirung) in Girrdhrchen angesetzt. 














gem CO, entwickelt = 
In Stunden it Sa Phos- | «.. | 
- aan, cy gg Saure -+- Phosphat | Hefe -++- Phosphat 
1), Spuren 0 0 
154), 4,5 0,1 0 
211/, 5,0 0,2 0 





1) A. Harden, Biochem. Journ. 7, 215, 1913. 
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Demnach vergart auch koenzymfreie Hefe die Dioxy- 
maleinsaure. 
III. 
Isolierung der Girungsprodukte. 
a) Versuch mit ungepufferter Dioxymaleinsaure. 

3 g der Séure wurden in 500 ccm Leitungswasser mit 30 g 
Hefe XII gleichmaBig verteilt und die Mischung in einem mit 
Wattebausch verschlossenen Erlenmeyerkolben bei Zimmer- 
temperatur (17°) sich selbst iiberlassen. Daneben wurde in 
sonst gleicher Weise, aber ohne Hefe, eine Loésung von 1 g Saure 
in 170 ccm Leitungswasser angesetzt. Nach 3 tagigem Stehen 
wurde von der Hefe im ersten Kolben abfiltriert und die er- 
haltene Loésung durch einen geringen Zusatz von kolloidalem 
Eisenhydroxyd geklart. Das farblose Filtrat sowie der Inhalt 
des zweiten Kolbens wurden mit etwas mehr als der berech- 
neten Menge Phenylhydrazin, gelést in Essigsiure, versetzt und 
2'/, Stunden im Zimmer und schlieBlich 48 Stunden im Brut- 
schrank von 37° stehen gelassen. Die entstandenen Nieder- 
schlage wurden abgesaugt, mit Wasser gewaschen und hierauf 
mit 10°/, iger Natriumcarbonatlésung ausgekocht. Aus der heiB 
filtrierten Losung schieden sich bald flimmernde Krystillchen 
ab. Ohne auf diese zu achten, wurde das ganze Filtrat mit 
Salzsiure bis zur schwach sauren Reaktion versetzt und nach 
einigem Stehen filtriert. Der so erhaltene Niederschlag besteht 
aus dem Osazon der Oxybrenztraubensiure. Dieser sowie der 
Riickstand von der Auskochung mit Soda, der das Glykol- 
aldehydosazon enthalt, wurden aus Athylalkohol unter Zusatz 
von Wasser mehrfach umkrystallisiert. Es war jedoch nicht 
moglich, die Osazone der Oxybrenztraubensaure in zur weiteren 
Untersuchung geniigender Menge zu erhalten. 

Die Ausbeute an Glykolaldehydosazon betrug aus dem 
Hefeversuch') . . 0,950 g (Schp. 167°), 
Saure allein. . . 0,117 g (Schp. 163 bis 164°) oder 0,35 g, 
umgerechnet auf die gleiche Menge Dioxymaleinsiure. Trotz 
des etwas zu niedrigen Schmelzpunktes erwiesen sich beide 
Verbindungen bei der Analyse als reines Glykolaldehydosazon. 

1) Es ist wahrscheinlich, da in diesen Versuchen ein Teil des ent- 


standenen Glykolaldehyds weiter in Glykol tibergefiihrt wird (s. S. 114); 
darauf diirfte auch die geringe Ausbeute zurickzufiihren sein. 
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Osazon aus dem Hefeversuch: 
0,1017 g gaben 21,0 ccm N bei 750,5 mm und 17,0°. 
Gefunden == 23,54°/, N. 


Osazon aus dem Versuch mit Siaure allein: 
0,0940 g gaben 19,4 com bei 750,5 mm und 17,5. 

Gefunden = 23,47°/, N. 

Berechnet fiir C,,H,,N, = 23,53°/, N. 


b) Versuch mit gepufferter Saure. 


3 g der Dioxymaleinsiure wurden mit 5,7 g Dikalium- 
phosphat in 500 ccm Leitungswasser gelést und 30g Hefe 
Rasse XII in der Loésung gut verteilt. Weitere 3 g Saiure mit 
5,7 g Dikaliumphosphat in 500 ccm Leitungswasser wurden 
ohne Hefe angesetzt. Zu beiden Ansiatzen wurde noch soviel 
festes Kaliumcarbonat zugegeben, daB die Reaktion ganz schwach 
alkalisch war. Nach 3 tagigem Stehen bei Zimmertemperatur 
(16 bis 18°) wurden die beiden Ansitze wie in dem zuvor be- 
schriebenen Versuch aufgearbeitet. Diesmal konnte aus beiden 
Anteilen nicht nur reines Osazon des Glykolaldehyds, sondern 
auch das der Oxybrenztraubensadure in einer zur Analyse hin- 
reichenden Menge isoliert werden. 


Die Ausbeuten betrugen: 


a) bei dem Hefeversuch: 
1. Glykolaldehydosazon. . . F.173 bis 175°, 2,1g, 
2. Oxybrenztraubensiureosazon F.') 202 » 203°, 0,6g. 
8) Versuch mit Saure allein: 
3. Glykolaldehydosazon. . . F. 169 bis 170°, 0,5 g, 
4, Oxybrenztraubensaéureosazon F, 206°, 1,0 g. 


Bei der Analyse erwiesen sich alle Osazone als rein. 


Hefeversuch: 
1. Glykolaldehydosazon: 
0,1194 g gaben 24,8ccm N bei 747 mm und 20°, 
Gefunden == 23,36°/, N; 
berechnet fiir C,,H,,N, = 23,53°/,. 


1) E. Fischer, Nastvogel, sowie Will geben den Schmelzpunkt 
201 bis 207° an, Fenton und Ryffel (Chem. Centralb]. 1902, I, 857) 
dagegen 222 bis 224°. 
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2. Oxybrenztraubensdureosazon: 
0,0451 g gaben 7,8 ccm N bei 761 ccm und 20°. 
Gefunden = 19,71°/, N; 
berechnet fiir C,,H,,N,O, = 19,86°/, N. 
Versuch mit Sdure fiir sich: 
3. Glykolaldehydosazon: 
0,0420 g gaben 8,8 ccm N bei 750 mm und 17,5°. 
Gefunden == 23,82°/, N; 
berechnet fiir C,,H,,N, == 23,53°/, N. 
4. Oxybrenztraubensaéureosazon: 
0,0891 g gaben 15,5 mm N bei 760 mm und 20°. 
Gefunden = 19,80°/, N. 
brechnet fiir C,,H,,N,O, = 19,86°/, N. 


Anhang. 


Uber die Darstellung von Dioxymaleinsaure, 
C,H,0, + 2H,0. 

Fir die Darstellung der genannten Siéure hat zuerst 
H. J. Fenton’) und spater J. U. Nef*) eine Vorschrift mitge- 
teilt. Die Angaben Fentons sind sehr allgemein gehalten, ins- 
besondere fiihrt der Autor weder fiir die zu verarbeitenden 
Mengen noch fiir die erzielten Ausbeuten Zahlen an. Solche 
finden sich zwar bei Nef, aber es ist weder uns noch andern 
im hiesigen Laboratorium arbeitenden Herren gelungen, die Aus- 
beuten Nefs bei Befolgung seiner Vorschrift auch nur entfernt 
zu erzielen. Man kann diese aber durch eine Kombination 
der Verfahren beider Autoren erreichen. Von Nef iibernahmen 
wir die Verwendung von Eisensulfat und Seignettesalz statt 
des Ferrotartrats und von Fenton die Benutzung starker kon- 
zentrierten Wasserstoffsuperoxyds als des gewohnlichen Materials 
des Handels (3 bis 3,5 gewichtsprozentig). Allerdings ist es 
zweckmaBig, die Konzentration des Wasserstoffsuperoxyds noch 
wesentlich héher als nach Fentons Angabe zu wahlen. Sehr 
bewahrt hat sich uns das 15 gewichtsprozentige = 50 volum- 
prozentige Wasserstofisuperoxyd, das von Merck sehr wohlfeil 
(viel billiger als Perhydrol) zu erhalten ist’). 

1) H. J. Fenton, Journ. of Chem. Soc. 65, 899, 1894. 


*) J. U. Nef, Liebigs Annalen 357, 290, 1907. 
3) Vgl. auch J. A.Mandel u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 196, 1915. 
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Wir verfahren folgendermaBen: 

Zu einer Lésung von 2 g Ferrosulfat und 2,4 g Seignette- 
salz in 40 ccm Wasser, die sich in einer weithalsigen Pulver- 
flasche befindet, wird die Lésung von 100g Weinsaure in 
40 ccm H,O gegossen und das GefaB mit 20 com Wasser nachge- 
spilt. Durch Kaltemischung kiihlt man auf mindestens — 5° ab 
und 14Bt dann unter intensiver Riihrung tropfenweise 160 ccm 
15 gewichtsprozentiges Wasserstoffsuperoxyd zutropfen. Man 
achtet dabei darauf, daB die Temperatur stets unter — 2° 
bleibt und regelt demgeméB den ZufluB des Wasserstoffsuper- 
oxyds. Ist die ganze Menge zugegeben, so stellt man die 
Flasche mindestens iiber Nacht in den Frigo, der auf — 6 bis 
— 10° abgekiihlt ist. Am besten wird nach 36 bis 40 Stunden 
die Weiterverarbeitung vorgenommen. Nach dieser Zeit hat 
sich in der Flasche schon etwas Dioxymaleinsaure in flimmern- 
den Krystallen abgesetzt, die aber durch basisches Eisensalz 
etwas gelb gefarbt sind. Man bettet die Flasche nun abermals 
in Kaltemischung und l48t unter guter Riihrung 40 ccm einer 
Mischung von 1 Teil Schwefelsiure von 33°/, Anhydridgehalt 
mit 3 Teilen gewohnlicher konzentrierter Schwefelsiure zu- 
tropfen, wobei die Temperatur stets unter dem Gefrierpunkt 
bleiben muB. Nach 2 oder 3 Tagen hat sich ein groBer Teil 
der Saéure abgeschieden, den man absaugt. Der Niederschlag 
wird bis zum Verschwinden der Schwefelsdurereaktion mit még- 
lichst wenig Eiswasser auf der Nutsche gewaschen. Aus dem 
Filtrat fallt manchmal fast ebensoviel Séure aus, wenn man es 
mit weiteren 40 ccm des obigen Schwefelsiuregemenges bei 
Temperaturen unter 0° versetzt. Bisweilen verlohnt sich noch 
eine dritte Fallung. 

Wir fiihren die Ergebnisse von 3 gréBeren Ansiatzen an 
und betonen dabei nochmals, daB in allen Phasen der Reaktion 
die Temperatur unter 0° gehalten werden muB. 


Ausbeuten: 
I. Versuch mit 100 g Weinsaure ergab 15 g Dioxymaleinsaure. 
a a » 488 p 
IT. ” » 200g ” » 31g “ 
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Phytochemische Reduktionen. X. 
Reduktion von Glykolaldehyd zu Athylenglykol. 
Von 
Carl Neuberg und Erwin Schwenk. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm -Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Nachdem es gelungen ist, die verschiedensten Aldehyde der 
aliphatischen, aromatischen und fettaromatischen Reihe durch 
Hefe zu reduzieren, war es von Interesse, das Verhalten des 
einfachsten Oxyaldehyds, des Glykolaldehyds, in dieser 
Hinsicht kennen zu lernen. Von einem héheren Homologon, 
dem Glycerinaldehyd, sowie dem isomeren Keton, dem Dioxy- 


aceton, ist die Uberfiihrbarkeit in Glycerin schon bekannt'). 
Wahrend die beiden Triosen durch ihre Garbarkeit eine Be- 
ziehung zum Stoffwechsel der Hefe verraten, ist fiir die Diose, 
den einfachsten Zucker, ein solcher Zusammenhang nicht be- 
kannt; denn es ist bisher nicht gelungen, den Glykolaldehyd 
in Garung zu versetzen. 

Wir fanden, daB der Glykolaldehyd doch von Hefe an- 
gegriffen wird, wenn auch nicht im Sinne einer alkoholischen 
Garung, sondern durch Reduktion, wobei in Analogie mit den ge- 
wohnlichen Aldehyden der entsprechende Alkohol, das Athylen- 
glykol, gebildet wird. Bei den Schwierigkeiten, welche die 
Aufarbeitung bietet, vermégen wir nichts dariiber auszusagen, 
ob noch andere Produkte bei der Einwirkung der Hefe auf 
Glykolaldehyd entstehen. Die Uberfiihrung in Athylenglykol 
gelang uns zu etwa 30°/, der Theorie. Es war méglich, das 
Athylenglykol selbst in nahezu reinem Zustande durch Destil- 
lation im Vakuum abzuscheiden und sein Vorliegen durch Riick- 
_ oxydation zu Glykolaldehyd zu erweisen. 


*) Oppenheimer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 63, 1914. 
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Von manchen Autoren’) wird angenommen, da8 nicht 
Formaldehyd, sondern dessen einfachstes Aldol, eben der Glykol- 
aldehyd, das erste zuckerihnliche Material der Assimilation dar- 
stelle, das dann zu Hexose kondensiert werden soll. Daneben 
diirfte auch ein Ubergang in die langst in der Natur auf- 
gefundene Glykolsaure erfolgen, zu der als mégliches Umwand- 
lungsprodukt nun auch das Athylenglykol tritt. Dieses selbst 
kommt nach G. Trier’) in bestimmten Phosphatiden vor, und 
sein Skelett findet sich im Aminoithylalkohol und im Cholin. 


Experimenteller Teil. 


Der zu den Versuchen bendtigte Glykolaldehyd wurde durch 
Zersetzung reinster Dioxymaleinséure (s. S. 112) in wiasseriger 
Aufschwemmung bei 50 bis 60° nach Parnas und Baer’) her- 
gestellt. 

Zu dem lebhaft girenden Ansatz von 250 g Rohrzucker, 
250 g Oberhefe Rasse XII und 2500 ccm Leitungswasser wurden 
10,1 g Glykolaldehyd in 50 ccm Wasser durch einen Tropftrichter 
zutropfen gelassen. Das Gargut befand sich in einer etwa 8 | 
fassenden Flasche, die tagsiiber in einem dauernd auf 37° ge- 
haltenen Wasserbad stand. Da der Zucker nach 8 Stunden 
vergoren war, wurden noch 250 g Rohrzucker und 100 ccm 
Wasser hinzugegeben. Aus demselben Grund wurden im Laufe 
von 72 Stunden im ganzen noch 600 g Hefe, 250 g Zucker und 
1 1 Wasser hinzugesetzt. Es war auch dann noch ein schwaches 
Reduktionsvermégen vorhanden. Nun wurde von der Hefe ab- 
filtriert. Das ganze Filtrat wurde, da beim Eindampfen Verluste 
an Glykol zu befiirchten waren, am 8-Kugel-Birektifikator ein- 
geengt. Der dickliche, braune Riickstand wurde mit absolutem 
Alkohol am RiickfluBkiihler auf dem Wasserbade ausgekocht 
und die Lésung nach mehrstiindigem Stehen von der aus- 
gefallenen Schmiere abgegossen. Diese wurde noch ein zweites 
Mal mit absolutem Alkohol ausgekocht und die vereinigten 
Alkoholausziige auf dem Wasserbade am Birektifikator vom 
Sprit befreit. Der Riickstand wurde wieder mit absolutem 
Alkohol aufgenommen und mit dem halben Volumen wasser- 


1) Siehe hieritiber H. Fincke, diese Zeitschr. 61, 157, 1914. 

*) G. Trier, Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 155, 1913. 

8) J. Parnas und J. Baer, diese Zeitschr. 41, 412, 1912. 
R* 
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freien Athers versetzt. Uber Nacht setzte sich unter erheblicher 
Entfarbung ein flockiger Niederschlag zu Boden, von dem ab- 
filtriert wurde. Das Filtrat wurde am Wasserbade von Alkohol 
und Ather befreit und ebenfalls auf dem Wasserbad bei 50° im 
Vakuum méoglichst getrocknet. Der dlige, braune Riickstand, 
der nicht mehr reduzierte, wurde mit absolutem Alkohol auf- 
genommen, die Loésung durch Zusatz von festem Kaliumcarbonat 
von sauren Produkten befreit und durch Zusatz von ent- 
wassertem Glaubersalz waihrend 72 Stunden getrocknet. Nun 
wurde von den Salzen abfiltriert, mit wenig absolutem Alkohol 
nachgewaschen, und aus dem Filtrat der Alkohol verdampft. 
Der Riickstand wurde wieder mit 20 ccm wasserfreiem Alkohol 
aufgenommen und mit 10 ccm absolutem Ather gefallt. Uber 
Nacht schied sich noch eine geringe Menge Schmiere aus, von 
der abgegossen wurde. Nun schritten wir zur Destillation, die 
in einem kleinen, etwa 30 ccm fassenden Fraktionierkélbchen 
mit tief angesetztem Hals ausgefiihrt wurde. Das Kélbchen 
befand sich in einem Glycerinbade, dessen Temperatur vorerst 
auf 50° gehalten wurde. In dieses Kélbchen wurde die nach 
obiger Beschreibung erhaltene alkoholisch-atherische Lésung 
durch die Capillare eingesaugt, wobei unter langsamer Er- 
héhung der Temperatur auf 90° der Ather und ein Teil des 
Alkohols verdampfte. Nun wurde eine kleine Drehvorlage ein- 
geschaltet und im Vakuum weiter destilliert. Der im Vakuum 
von 10 bis 11 mm bei 90 bis 100° iibergehende Anteil wurde 
gesondert aufgefangen; die weitaus gréBte Menge dieser Frak- 
tion ging scharf bei 94,5° iiber. Nach der Angabe von An- 
schiitz') kocht das Athylenglykol im Vakuum von 11 mm bei 
92 bis 92,6°. Dieses Produkt kann als hauptsichlich aus 
Athylenglykol bestehend aufgefaBt werden; denn Glycerin, das 
natiirlich in dem Gargut zu erwarten ist und bei der Aufarbei- 
tung des Athylenglykols mit diesem wandern muBte, siedet 
unter dem Druck von 11 mm bei 169,4 bis 169,8°, also 77° 
hdher. Tatsichlich stieg nach dem Uberdestillieren des Athylen- 
glykols die Temperatur sehr rasch, aber aus dem betrachtlichen 
Riickstand entwickelten sich unter Zersetzung empyreumatische 
Dampfe. 


1) Anschiitz-Reitter, Destillation unter vermindertem Druck. 
Bonn 1895, S. 58. 
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Das von 90 bis 100° iibergegangene Destillat war dick- 
fliissig, fast farblos, schmeckte sii8 mit brennendem Nach- 
geschmack und léste Kupferhydroxyd zu einer tiefblauen Fliissig- 
keit. Die Ausbeute an diesem Produkt betrug 3,0 g, etwa 30°/, 
der Theorie. 

1 g desselben wurde mit 4,0 com 15°/,igem Wasserstoff- 
superoxyd gemischt, ein Kornchen Ferrosulfat und einige Tropfen 
verdiinnte Schwefelsiure zugegeben und das Ganze bei 28° stehen 
gelassen. Da die Oxydation selbst beim lingeren Aufbewahren 
bei 37° nicht zu Ende kam, wurde schlieBlich nach Zugabe 
von weiteren 2,0 com Wasserstoffsuperoxyd eine halbe Stunde 
am Wasserbad erwarmt. Zu der erhaltenen Fliissigkeit, die 
schon in der Kalte sehr viel starker reduzierte, als der vor- 
handenen kleinen Menge Ferrosulfat entsprach, wurde eine 
Lésung von 1 g p-Nitrophenylhydrazin in Essigsaure und etwas 
Natriumacetat zugegeben und wieder auf dem Wasserbad er- 
warmt. Von den sich abscheidenden Flocken wurde abgesaugt 
und das Filtrat in den Brutschrank von 37° gestellt. Nach 
48 Stunden hatte sich eine weitere kleine Menge Osazon ab- 
geschieden. Als das Filtrat hiervon nochmals mit einer Lésung 
von 1 g Nitrophenylhydrazin in Essigsiure und etwas Natrium- 
acetat versetzt wurde, fiel ein heller rot gefairbter Nieder- 
schlag aus, von dem nach 48stiindigem Stehen bei 37° ab- 
filtriert wurde. Alle drei Fallungen wurden getrocknet und 
zusammen aus Nitrobenzol umkrystallisiert. Man erhielt so 
0,7 g an kleinen dunkelroten Krystillchen, die in Pyridin mit 
tiefgelber Farbe léslich waren und durch Wasser als ziegelroter 
Niederschlag gefallt wurden. Sie schmolzen im Paraffinbad bei 
308°. Die Analyse zeigte, daB reines p-Nitrophenylosazon des 
Glykolaldehyds vorlag. 

0,1135 g gaben 25,6 cem N bei 752 mm und 19,0°. 

Berechnet fiir C,,H,,N,O,: 25,61°/, N; gefunden: 25,51°/, N. 

Die Verbindung besaB die von Woh] und Neuberg’) an- 
gegebenen Eigenschaften. 


1) A. Wohl und C. Neuberg, Ber. 33, 3107, 1900. 
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Phytochemische Reduktionen. XI. 
Die Umwandlung von Athyldisulfid in Athylmercaptan. 
Von 
Carl Neuberg und Erwin Schwenk. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Die bisher festgestellten phytochemischen Reduktionsvor- 
ginge betreffen die Uberfiihrung von Aldehyd- in Alkohol- 
gruppen, die Hydrierung von Thioaldehyd zu Mercaptan, die 
Umwandlung von Nitro-, Nitroso- und Hydroxylaminoresten in 
die Aminogruppe. 

Diese Reduktionswirkung der lebenden Hefen konnten wir 
sowohl in der aromatischen als auch in der aliphatischen und 
fettaromatischen Reihe feststellen; sie ist — soweit gepriift — 
auch mit Hefenpraparaten zu erzielen, also vom Leben der 
Hefe trennbar. 

Die auBerordentliche Leichtigkeit, mit der die Hefen diese 
phytochemischen Reduktionen vollbringen, verleiht den Erschei- 
nungen ein groBes Interesse, und wir haben versucht, weitere 
hierher gehérige Beispiele ausfindig zu machen. Wir haben er- 
wartet, daB die Reduktion von Disulfid zu Mercaptan 
mit besonderer Leichtigkeit durch Hefe ausfiihrbar sei, ange- 
sichts des im Reagensglase sich so glatt vollziehenden Uber- 
ganges der beiden Substanzen ineinander. Diese Voraussicht 
hat sich nicht als ganz zutreffend herausgestellt. Die Reduktion 
des Disulfids durch Hefe konnten wir zwar ausfiihren, doch 
nicht mit der erwarteten Leichtigkeit. 

Zu den Versuchen wahlten wir das Athyldisulfid, da sein 
Siedepunkt (151°) von dem des Athylmercaptans (36°) sehr 
verschieden ist. Die uns zur Verfiigung stehenden unter- 
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garigen Hefen waren nach Vorversuchen hier geeigneter als 
obergarige. 

Im ibrigen befolgten wir eine ahnliche Methodik, wie wir 
sie in den friheren Fallen angewendet haben’). 


Experimentelles. 


In einer 8-]-Flasche wurde eine Lésung von 250 g Rohr- 
zucker in 2500 ccm Leitungswasser mit 250 g Unterhefe 
(Rasse U)*) zur Girung gebracht. Sobald dieselbe lebhaft ge- 
worden war, wurden 3 g mehrfach destillierten, ganz reinen 
Athyldisulfids (vom scharfen Siedepunkt 151°), gelést in 10 ccm 
Alkohol, hinzugetropft. Mit dem Gargefi8 verbunden war ein 
System von vier Vorlagen. In jeder dieser Woulffschen Gas- 
waschflaschen befanden sich 125 ccm 3°/, iger Quecksilbercyanid- 
losung. Nach einiger Zeit trat in der ersten Waschflasche ein 
weiBlicher Niederschlag auf, der sehr langsam an Menge zu- 
nahm und dabei schwach gelb wurde. Eine griine oder schwirz- 
liche Verfarbung, die bei der phytochemischen Reduktion des 
Thioacetaldehyds zu Athylmercaptan auftritt und beigemengtem 
Schwefelwasserstoff ihre Entstehung verdankt, stellte sich nicht 
ein. Am zweiten Tage hatte die sich bald verlangsamende 
Garung ganz ausgesetzt. Sie wurde durch Zugabe von 200 g 
Rohrzucker, 100 g Hefe U und 1 | Leitungswasser von 37° 
wieder in Gang gebracht. Dann wurden noch 15-g Athyl- 
disulfid, gemischt mit 5 ccm Alkohol, hinzugetropft. Der Nieder- 
schlag in der Vorlage nahm zu, allein die Garung war am 
nachsten Tage abermals erloschen. Es wurde nun in einem 
besonderen GeféB ein Garungsgemisch von 200 g Rohrzucker, 
11 Wasser und 200 g Hefe U bereitet und nach erfolgter An- 
garung dem Hauptansatz zugefiigt. Nach etlichen Stunden hoérte 
die Garung wieder auf. Wéahrend der ganzen Dauer des Ver- 
suchs war am Tage die Temperatur durch Einstellen des Gar- 
gefaBes in ein Wasserbad auf 37° gehalten worden, wahrend 
des Nachts Zimmertemperatur geherrscht hatte. 


1) C. Neuberg und F. F. Nord, Ber. 47, 2264, 1914, und diese 
Zeitschr. 67, 46, 1914. 

*) Die Hefe muB8 frisch sein, da wir bei Verwendung von Alterer 
Hefe trotz Garungsvermégens nur geringe Ausbeuten an Mercaptan er- 
hielten. 
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Um in Lésung befindliches Athylmercaptan in die Vorlagen 
iiberzutreiben, wurde schlieBlich das GargefiB in ein Wasser- 
bad von 55 bis 60° gebracht und gleichzeitig aus der Bombe 
20 Stunden lang Kohlenséure hindurchgeleitet. In der ersten 
Vorlage fand sich das gesamte Mercaptid vor, das am Schlusse 
des Versuchs flimmernde Krystalle bildete. Die nachfolgende 
Destillation des — wie erwahnt zuvor auf 60° erwarmten — Gar- 
gutes ergab kein Athylsulfhydrat mehr. Die gesamte Ausbeute 
an Quecksilbermercaptid belief sich auf 0,5 g, das sind 4°/, 
der Theorie. 

Trotz des schénen Aussehens war dieses Quecksilber- 
mercaptid noch nicht ganz rein. Die Analyse ergab etwas zu- 
viel Quecksilber. 

0,1020 g Substanz lieferten 0,0754 g HgS. 

Gefunden: Berechnet fiir (C,H,S),Hg: 
65,00°/, Hg 62,15°/, 

Dagegen gelang die Uberfiihrung dieses Mercuriithylmer- 
captids in véllig reines Athylmercaptanblei. Zu diesem 
Zwecke wurde das trockene Quecksilbersalz mit ca. 200 ccm 
5°/,iger Salzsiure iibergossen und das bei der Destillation ent- 
weichende Gas in 3°/,iger Bleiacetatlésung aufgefangen. Es 
traten sofort die charakteristischen citronengelben Wolken auf, 
die sich zu schénen Niadelchen verdichteten. Spuren des Blei- 
salzes ergaben in scharfster Weise die Mercaptanreaktionen mit 
Nitroprussidnatrium sowie mit Isatin plus konz. Schwefelsiure. 

Wie die Analyse dartat, lag reines Athylmercaptanblei vor. 

0,1425 g gaben 0,1308 PbSO,. 


Gefunden: Berechnet fiir (C,H,S),Pb: 
62,70°/, 62,92°/, 


Um uns zu vergewissern, ob die Umwandlung des Disulfids 
in Mercaptan mit dem Garakt der Hefe zusammenhiangt, wurde 
eine Kontrolle mit zuvor abgetéteter Hefe vorgenommen. 

Zu diesem Zwecke wurde die Suspension von 250g Hefe 
in 1250 com Wasser 2 Stunden im siedenden Wasserbade er- 
warmt. Nach dem Abkiihlen wurde eine Lésung von 250 g 
Rohrzucker in 1150 com Wasser hinzugesetzt, die zuvor durch 
Behandlung mit 50 ccm n-H,SO, in der Warme invertiert 
und sodann mit 50 ccm n-NaOH neutralisiert worden war. 
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Zu diesem Gemisch wurden 2 g Athyldisulfid, gelést in 10 ccm 
Alkohol, hinzugesetzt; dieser Ansatz wurde dann genau wie der 
Hauptversuch behandelt. Auch nach Durchleitung von Kohlen- 
siure entstand in der Hg(CN),-Vorlage keine Triibung. Wir 
fiigen hinzu, daB eine verdiinnte alkoholische Lésung von Athy)- 
disulfid mit dem verwendeten Quecksilbercyanid keinen Nieder- 
schlag gab. 

Aus den mitgeteilten Tatsachen geht hervor, daB garende 
Hefe Athyldisulfid zu Athylmercaptan reduziert im Sinne der 
Gleichung: 

C,H, .8 
| + H, = 2C,H,.SH. 
C,H, .S 
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Das Verhalten der a-Ketosauren zu Mikroorganismen. III. 
Die Faulnis der d,1-Methylithylbrenztraubensaure. 
Von 
Carl Neuberg und Bruno Rewald. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


In den ersten beiden Mitteilungen’) iiber diesen Gegen- 
stand ist das Verhalten der Brenztraubensiure, der Oxalessig- 
siure und der a-Ketobuttersiure zu den Erregern der Fiaulnis 
untersucht worden. Diese Frage bietet nach mehreren Rich- 
tungen Interesse. Einmal handelt es sich um dieselben Sub- 
stanzen, die dem eigentiimlichen ProzeB der zuckerfreien Gairung 
durch die Hefencarboxylase unterliegen. Andererseits sind 
unsere Kenntnisse von den Verinderungen der stickstofffreien 
Substanzen unter dem Einflusse von Bakterien iiberhaupt recht 
liickenhaft, und drittens darf es als wahrscheinlich gelten, dab 
die a-Ketosiuren auch bei der Faulnis der Aminoséuren bzw. 
des EiweiBes als Zwischenstufen auftreten. 

Die jiingst von C. Neuberg und W. H. Peterson”) be- 
schriebene Vergirung der Methylathylbrenztraubenséure durch 
Hefe hat ergeben, daB diese Ketocapronsiure, C,H,.CO.COOH, 
asymmetrisch gespalten wird und neben Kohlendioxyd ver- 
schiedene Amylderivate, iiberwiegend d-Amylalkohol, liefert. 

Dieselbe racemische Methylathylbrenztraubensiure, 


CHs\ $47 cO—COOH 
dies Ze asia ae 


haben wir nun der Faulnis unterworfen und festgestellt, dab 
sie optisch aktive Valeriansaiure (neben Ameisensaure) 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 90 und 122, 1914. 
*) C. Neuberg und W. H. Peterson, diese Zeitschr. 67, 32, 1914. 
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liefert. Der Verlauf der Reaktion entspricht demnach dem 
Verhalten der vorerwahnten anderen Ketoséuren bei der Fiaulnis; 
denn auch diese geben, unter Abspaltung von einem bzw. von 
zwei Kohlenstoffatomen der Carboxylgruppen, in der Haupt- 
sache die nachst niedrige fliichtige Fettsiure. 

Die erhaltene Valeriansiure war die d-Methylathylessig- 
siure, der angesichts der racemischen Natur des Ausgangs- 
materials noch rund 70°), inaktive Saéure beigemischt waren. 

Daneben trat in kleiner Menge eine gleichfalls dextrogyre 
Saure mit héherem Kohlenstoffgehalt auf, die vielleicht als nicht 
ganz reine und z. T. optisch aktive Capronsaure (d-Methyl- 
athylpropionsiure) aufzufassen ist. 

Die Methylathylbrenztraubensaure ist die dem Isoleucin ent- 
sprechende Ketosiure, und man erkennt, daB das Verhalten 
von Amino- und Ketosiure bei der Fiaulnis prinzipiell das 
gleiche ist. Bei der EiweiSfaiulnis treten bekanntlich nicht un- 
bedeutende Mengen optisch aktiver Valeriansiure und Capron- 
saure') auf, als deren beider Muttersubstanz das Isoleucin zu 
betrachten ist*). Die mitgeteilten Ergebnisse erbringen einen 
neuen Beitrag zur Frage nach der Rolle der a-Ketosauren als 
Zwischenstufen. 

Von der Isolierung der gasférmigen Reaktionsprodukte, 
die sich in den friiher gepriiften Fallen iiberwiegénd als Kohlen- 
siure und Wasserstoff erwiesen haben, konnten wir absehen. 
Die Hauptreaktion vollzieht sich in folgendem Sinne: 


Y 
3\ 


cH /CH—COOH. 
atts 


CH, 
¢,9, >CH—CO—COOH + H,0 _+H.COOH-+ 


Experimentelles. 


18 g reine racemische Methylathylbrenztraubensiure wurden 
in 500 com Wasser unter Zusatz von Soda bis zur neutralen 
Reaktion gelést. Dazu wurde je ein Krystallchen KCl, CaCl,, 
FeCl,, K,HPO,, MgSO,, sowie je ein gréBerer Krystall von 
(NH,),S0O,, KNO, sowie von KHCO, gefiigt. Alsdann wurde 
mit Wasser auf 1800 ccm aufgefiillt. Nach Impfung mit 8 ccm 
Salkowskischer Faulmischung wurde das Gemenge 33 Tage 


1) ©. Neuberg und E. Rosenberg, diese Zeitschr. 7, 178, 1907 
*) C. Neuberg, diese Zeitschr. 37, 501, 1911. 
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im Brutschrank bei 37° belassen und von Zeit zu Zeit die ver- 
schwindende alkalische Reaktion durch Sodalésung wieder 
hergestellt. 

Nach der angegebenen Digestionsdauer war kein Ausgangs- 
material mehr nachweisbar; also wurde die Faulmischung mit 
Schwefelsiure angesiuert und im Wasserdampfstrom destilliert, 
bis 8200 ccm tibergegangen waren. 100 ccm besaBen davon eine 
Aciditat = 8,0 cem ®/,,-NaOH, die Gesamtmenge demnach eine 
solche von 656 ccm "/,,-NaOH. Zur ganzen Quantitét wurden 
alsdann 35 ccm 2 n-NaOH (ein kleiner Uberschu8) gesetzt und 
die schwach alkalische Lésung auf dem Wasserbade eingeengt. 
Die restierende. Krystallmasse wurde mehrmals mit 75 ccm 
95°/,igem Alkohol ausgekocht. Die alkoholischen Ausziige 
wurden verdampft und der in wenig Wasser geléste Riickstand 
mit Schwefelsiure angesiuert. Ohne Riicksicht auf die ent- 
standene Olschicht wurde erschépfend mit Ather ausgeschiittelt 
und die atherische Lésung nach scharfer Trocknung iiber ge- 
gliihtem Glaubersalz am Birektifikator fraktioniert. 

Bis 120° gingen 1,1 g einer Fliissigkeit iiber, die durch 
ihr Verhalten zu Silbernitrat und Sublimat einen erheblichen 
Gehalt an Ameisensiure erkennen lieB. 

Dann stieg das Thermometer schnell, und bei 170 bis 177° 
destillierten fast 5 g eines dickfliissigen, sauren Liquidums iiber 
(Saure A), und bei 195 bis 197° sott abermals eine deutliche 
Fraktion im Gewichte von 1,3 g (Saure B). 

Saure A wurde zuniachst polarimetrisch untersucht; sie 
zeigte die Drehung: [«]n17 = -+ 5,30° 

(a+ 4,989; c=100; d=0,939; 1—1). 

1,0 ccm der Saéure = 0,9386 g wurden alsdann in 10 ccm 
Wasser plus 10 ccm Alkohol gelést; sie verbrauchten bei der 
Titration mit Phenolphthalein 91,8 ccm "/,,-NaOH, wahrend 
Valeriansiure, C,H,,0,, 92,0 com "/,,-NaOH verlangt. 

Ein Teil der Saéure wurde in das Ammoniumsalz ver- 
wandelt und aus diesem in gewohnter Weise die Silberverbin- 
dung dargestellt. 

0,2198 g Silbersalz gaben 0,1135 g Ag=51,69°/,. Fiir 
C,H,O,Ag berechnet sich: Ag = 51,67°/,. 

Dadurch ist die Sure A mit Sicherheit als eine Valeriansiure 
gekennzeichnet. Da reine d-Valerianséiure eine spez. Drehung 
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von -+- 16,4 bis +-18,7° (W. Marckwald) besitzt, so besteht 
die erhaltene Saure zu rund 30°), aus der aktiven Form. 

Die Saure B erwies sich bei der optischen Untersuchung 
gleichfalls als rechtsdrehend, und zwar betrug die Drehung im 
1-dem-Rohr: + 1,85°%). 

Da fiir weitere Ermittelungen das Material nicht vorhanden 
war, wurde nur iiber die Ammoniumverbindung das Silbersalz 
bereitet und analysiert. 

0,2014 g Silbersalz lieferten 0,0960 g Ag = 47,66° ,, 

0,2826 g ” ” 0,1346 g Ag = 47,63°/,. 


Fiir capronsaures Silber, C,H,,0,Ag, berechnet sich 
48,43°/, Ag; wie man sieht, liegen dieser Zahl die gefundenen 
Werte nicht sehr fern. 


1) Daraus berechnet sich eine spez. Drehung von ungefahr -+- 2°. 
Fiir reine synthetische d-Methylithylpropionsiure haben C. Neuberg 
und B. Rewald (diese Zeitschr. 9, 403, 1908) friiher die Drehung 
[x]> =-+-8,98° festgestellt. 
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Verinderungen im Alkohol- und Aldehydgehalt von 
Hefen bei der Aufbewahrung und bei der Autolyse. 
Von 
Carl Neuberg und Erwin Schwenk. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


In den neueren Anschauungen iiber den Verlauf der alko- 
holischen Garung spielt der Acetaldehyd als Zwischenprodukt 
eine Rolle. Es ist deshalb wichtig, iiber das Vorhandensein 
und das Schicksal des Acetaldehyds in Hefen und Hefen- 
praparaten orientiert zu sein. 

Da es feststeht, daB Acetaldehyd und Athylalkohol unter 
der Einwirkung von Hefen unter verschiedenen Bedingungen 
ineinander iibergehen’), so kénnen Betrachtungen- iiber das 
Vorkommen von Acetaldehyd in Hefen und iiber die Verinderun- 
gen dieses Acetaldehydgehaltes nur im Zusammenhange mit 
dem Verhalten des Athylalkohols vorgenommen werden. 

Vor einiger Zeit haben Neuberg und Kerb’) die allem 
Anschein nach bis dahin iibersehene Tatsache festgestellt, da’ 
die PreBhefen des Handels stets Alkohol enthalten. Die Menge 
desselben belief sich bei den von ihnen untersuchten Hefe- 
rassen des Instituts fiir Girungsgewerbe in Berlin z. B. auf 
0,8 bis 0,9°/,, und auch F. Hayduck’) stellte in diesem Material 
die Anwesenheit von Alkohol fest. 


) C. Neuberg und Joh. Kerb, Zeitschr. f. Garungsphysiol. 1, 
114, 1912; diese Zeitschr. 58, 169, 1918. — S. Kostytschew und 
E. Hiilbenet, Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 359, 1912; 85, 408, 1913. — 
A. v. Lebedew und N. Griaznoff, Ber. 45, 3266, 1912. 

*) C. Neuberg und Joh. Kerb, Zeitschr. f. Garungsphysiol. 1, 
120, 1912; Ber. 46, 2226, 1913; diese Zeitschr. 53, 406, 1913. 

5) F. Hayduck, Jahrb. der Versuchs- u. Lehranstalt fiir Brauerei 
in Berlin. 1913, S. 536. 
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Bei einer Nachprifung der Angaben Kostytschews sind 
jingst E. Buchner, K. Langheld und 8S. Skraup’) zu dem 
Ergebnis gelangt, daB verschiedene von diesem Autor beobach- 
tete Aldehydbildungen nur auf eine sekundire Alkoholoxydation 
zuriickzufiihren sind. Sie stimmen in diesem Punkt mit den 
friiher von C. Neuberg und Joh. Kerb’*) begriindeten An- 
schauungen iiberein. 

Nicht jedoch kann man der Auffassung beipflichten, daB 
jedes Auftreten von Aldehyd in der Hefe auf Oxydation durch 
atmospharischen Sauerstoff — sei es unter Mitwirkung von Oxy- 
dasen oder ohne solche — beruht. Die Aldehydentstehung unter 
anaeroben Bedingungen haben C. Neuberg und Joh. Kerb’) 
dargetan, und im folgenden teilen wir Versuche mit, die weitere 
Belege fiir die Aldehydbildung ohne Sauerstoffzufuhr darstellen. 

1. Zuniachst fanden wir, in Bestaétigung der Angaben von 
Neuberg und Kerb, daB ganz frische Hefen keinen 
Acetaldehyd enthalten und daB man durch Lagern schwach 
aldehydhaltig gewordene Hefe durch Waschen mit 
Leitungswasser und nachfolgendes Zentrifugieren prak- 
tisch aldehydfrei machen kann. 

2. Bewahrt man nicht besonders gewaschene, lebende Hefe 
in verschlossenen, mit Leukoplast gut verklebten und noch mit 
Paraffin gedichteten, fast bis zum Rand gefiillten Biichsen im 
Eisschrank bei +-5 bis +-10° auf, so nimmt nach quanti- 
tativen Bestimmungen sowohl der Gehalt an Acetaldehyd*‘) 
als auch an Alkohol bei der Lagerung der Hefen sehr 
deutlich zu. Es ist nicht sehr wahrscheinlich, daB beim Fehlen 
jeglicher Ventilation unter diesen Umstanden eine Luftoxydation 
von Athylalkohol stattfindet, den man sich doch in der gleich- 
maBig zusammengepreBten Hefenmasse verteilt denken muB. 

3. Bei der Autolyse von frischer Hefe sowie von 
Trockenhefe in mit Kohlensaure gesaittigtem Wasser 


*) E. Buchner, K. Langheld und S. Skraup, Ber. 47, 2550, 1914. 

*) Diese Zeitschr. 43, 494, 1912; 58, 158, 1913; 64, 251, 1914. 

5) C. Neuberg und Joh. Kerb, Ber. 47, 2730, 1914. 

*) Ob die Hefen des Handels keinen oder geringe Mengen von 
Acetaldehyd von vornherein enthalten, hingt davon ab, wie gut sie vor 
der Verpackung gewaschen und abgepreBt sind; ferner hat ihr Alter 
(s. oben) einen EinfluB hierauf. 
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stieg gleichfalls der Gehalt an Alkohol und Acetalde- 
hyd an. 

In keinem Falle war eine Korrelation zwischen der Neu- 
bildung von Acetaldehyd und dem Verhalten des Alkohols 
nachweisbar, indem die Zunahme des Athylalkohols weit gréBer 
war als der Zuwachs an Acetaldehyd. 


Experimentelles. 


I. 

Viermal je 100 g frisch bezogene Hefe der Rasse XII wurden 
in ZentrifugengefaBen mit je 300 com Leitungswasser gut ver- 
riihrt und eine halbe Stunde lang abgeschleudert. Die Wasch- 
fliissigkeit wurde abgegossen und hier wie in den folgenden 
Versuchen am gut wirkenden Schlangenkihler unter starker 
Eiskiihlung abdestilliert. Die ersten 100 ccm wurden durch 
weitere anreichernde Destillation auf 5 ccm gebracht. Mit diesen 
fiel die Probe auf Acetaldehyd nach Rimini’) schwach posi- 
tiv aus. Der Heferiickstand wurde mit je 200 ccm Lei- 
tungswasser auf 100 g Hefe noch dreimal an der Zentrifuge 
gewaschen. 

200 g der so vorbehandelten Hefe wurden in 1 Liter vorher 
ausgekochtem und kalt mit CO, gesattigtem Wasser angeriihrt 
und mit Wasserdampf destilliert. Das aufgefangene Fliissigkeits- 
volumen betrug 500 ccm. Diese wurden wieder destilliert und 
die ersten 200 ccm aufgefangen. In einem aliquoten Teile des 
Destillats wurde der Aldehyd nach den Angaben von 0. v. Firth 
und D. Charnass”) titriert. Die mitgeteilten Werte sind das 
Mittel aus jeweils 2 oder 3 gut iibereinstimmenden Einzel- 


analysen. 


1) Jiingst haben sich Fernbach und Schoen (Annal. de |’Institut 
Pasteur 28, 701, 1914) gegen diese Bezeichnung der Nitroprussidreak- 
tion gewendet, indem sie Simon als den Urheber bezeichnen. In Wirk- 
lichkeit liegt die Angelegenheit folgendermaBen: L. Simon hat ange- 
geben (Ch. C. 98, I, 238), daB Acetaldehyd mit Nitroprussidnatrium und 
Trimethylamin eine blauviolette Fairbung gibt. Indessen reagieren rein 
tertidre Amine nach Rimini tiberhaupt nicht, sondern nur sekundire. 
Rimini (Ch. C. 98, II, 277) hat dies erkannt; seitdem ist das Diathyl- 
amin fiir die Probe eingefiihrt; L. Lewin (Ber. 82, 3389, 1899) hat 
das Piperidin empfohlen. 

*) O. v. Fiirth und D. Charnass, diese Zeitsohr. 26, 207, 1910. 
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100 g der gereinigten Hefe XII enthielten: 0,00044 g 
Aldehyd. 

II. 

A. Aus einer frisch bezogenen, vollstandig gefiillten Biichse 
derselben Oberhefe XII wurden 200 g entnommen, mit CO,-ge- 
sittigtem Wasser iibergossen und in der beschriebenen Weise 
mit Wasserdampf destilliert. 

Der Gehalt an praformiertem Aldehyd betrug in 100 g 
nicht vorbehandelter Hefe XII: 0,00175 g; er war also 4mal 
so hoch als nach dem Waschen dieser Hefe. 

B. Sofort nach der Entnahme der Hefe wurde die erwiahnte 
Biichse sorgfaltig mit Isolierband und Paraffin verschlossen. 
Nach neuntaégigem Stehen im LEisschranke wurde die Biichse 
gedffnet; 200 g des Inhalts wurden sofort wie sub A. behandelt. 
Der Aldehydgehalt war jetzt auf das 4,5fache des friiheren 
Betrags gestiegen; er belief sich fiir 100 g gelagerte Hefe XII 
auf: 0,007 92 g. 

C. Es wurde nunmehr ein Versuch mit einer untergirigen 
Hefe, Rasse UM, angestellt, der véllig dem Versuch A ent- 
sprach. Die Titration ergab in 100 g der bezogenen Hefe UM 
an vorgebildetem Aldehyd: 0,0022 g. 

D. Nach sechstégigem Stehen in wie oben verschlossener 
Biichse war die Aldehydmenge auf den dreifachen Betrag 
angewachsen und machte 0,00704 g aus. 

E. Mit einer neuen Portion der Hefe XII wurde wie sub 
A verfahren. Dieses Mal wurde auBer dem Aldehyd auch der 
praformierte Alkohol bestimmt. 

a) Die Titration des Aldehyds ergab in 100 g Hefe 0,00198 g. 

6) Die Bestimmung des Alkohols wurde nach den verbes- 
serten Angaben von Kostytschew’) ausgefiihrt. Im Gegen- 
satz zu der alten Vorschrift dieses Autors, die sich als unbrauch- 
bar erwiesen hat*), gab die neue bei Kontrollversuchen unter 
den hier in Betracht kommenden Konzentrationsverhiltnissen 
befriedigende Resultate. Im vorliegenden Versuche fanden wir 
in 100 g Hefe XII an Alkohol 0,36 g. 


1) 8. Kostytschew, diese Zeitschr. 64, 249, 1914. 
2) C. Neuberg und Joh. Kerb, diese Zeitschr. 43, 494, 1912; 
58, 167, 19138; 64, 254, 1914. Ferner A. v, Lebedew und N. Griaz- 
noff, Ber. 45, 3263, 1912. 
Biochemieche Zeitechrift Band 71. g 
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F. Nach elftagigem Stehen desselben Materials unter den 
erwahnten Bedingungen wurde gefunden in 100g Hefe XII: 
a) an Aldehyd . . . 0,00461 g, 

f) an Alkohol . . . 1,44 — g. 


Wie ersichtlich hat der Alkohol um mehr als 1 g beim 
Lagern von 100 g Hefe zugenommen, wahrend die Menge des 
Aldehyds nur um 0,002 g angestiegen war. 

G. In einem Falle haben wir im Laufe der Aufbewahrung 
eine Abnahme des praformierten Aldehyds und wiederum eine 
Vermehrung des Alkohols gefunden, und zwar bei der Unter- 
hefe UM. Zunachst enthielten 100 g dieser Hefe 

a) an Aldehyd . . . 0,0033 g, 
6) an Alkohol . . . 0,77 g. 


H. Nach sechstigigem Stehen im EHisschrank fanden wir 
in 100 g Hefe UM 
a) an Aldehyd . . . 0,0019 g, 
6) an Alkohol . . . 1,86 g. 


J. Wir teilen auch einen Versuch mit einer Hefe (Rasse U) 
mit, die bei der Inangriffmahme nach den Angaben des Insti- 


tuts fiir Garungsindustrie schon 5 Tage alt war. Das Experi- 
ment zeigt, daB in der gealterten Hefe jene Vorginge offenbar 
schon abgelaufen sind, die man bei der Verwendung ganz 
frischer Hefen in der Anderung des Aldehyd- und Alkohol- 
gehaltes verfolgen kann. 100g dieser Hefe U enthielten 

«) an Aldehyd . . . 0,0035 g, 

6) an Alkohol . . . 1,73 g. 


K. Nach siebentaigigem Stehen desselben Materials im Eis- 
schrank waren diese Werte fast unverindert. Der Gehalt von 
100 g Hefe U 

a) an Aldehyd, betrug. . . 0,0040g, 
B) der an Alkohol . . . . 1,74 g. 


IIL. 

A. Die 200 g Hefe, die bei der sub I. beschriebenen 
Waschung verblieben waren, wurden mit 1 Liter vorher aus- 
gekochtem und mit Kohlenséure gesattigtem Wasser unter Zu- 
gabe von 50 ccm Chloroform in einer Stépselflasche im Brut- 
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schranke bei 37° zur Autolyse angestellt. Nach achttagiger 
Digestion wurden unter den iiblichen VorsichtsmaBregeln 500 ccm 
abdestilliert. Von dem mit iibergegangenen Chloroform wurde 
im Scheidetrichter getrennt und die Chloroformschicht zweimal 
mit je 100 com Wasser ausgeschiittelt. Die so von Chloroform 
moglichst befreite Fliissigkeit wurde durch anreichernde Destil- 
lation auf 200 ccm gebracht; die noch in Lésung befindlichen 
Chloroformspuren haben keinen Einflu8 auf die Acetaldehyd- 
bestimmung. Die Ermittlung des Aldehydgehaltes ergab eine 
Zunahme auf fast das Zehnfache des Anfangswertes. 100 g Hefe 
lieferten an Aldehyd 0,0043 g. 


B. Weitere 200 g derselben Hefe XII wurden ebenso wie 
oben ausgewaschen, dann mit 11 CO,-gesattigtem, vorher aus- 
gekochtem Wasser und mit 50 ccm Chloroform angesetzt. Die 
Autolyse wurde dieses Mal auf 14 Tage ausgedehnt. Die Zu- 
nahme des Aldehyds war sehr deutlich. 100 g Hefe ent- 
hielten 0,0122 g. 

C. 200g einer anderen Sendung Hefe XII wurden mit 
Wasserdampf destilliert. Im angereicherten Destillat wurden 
in ublicher Weise die Aldehyd- und die Alkoholmenge be- 
stimmt. 100g Hefe enthielten 


a) an Aldehyd . . . 0,00088 g, 
B) an Alkohol . . . 0,47. 


D. Die gleichen Bestimmungen fiihrten wir nach 5tagiger 
Autolyse derselben Hefenprobe aus, die dieses Mal unter Zu- 
satz von 0,5°/, NaF vor sich gegangen war. 100 g Hefe ent- 
hielten dann 

a) an Aldehyd . . . 0,0062 g, 
f) an Alkohol . . . 0,63 g. 


E. Zur Erganzung haben wir schlieBlich noch die Trocken- 
hefe (von Schroder, Miinchen) herangezogen, die wir vorher 
zwecks Entfernung von anhaftenden Aldehyd- und Alkohol- 
mengen 30 Stunden im Faust-Heimschen Apparate bei 22° ge- 
trocknet hatten. 100g dieses Materials wurden in 11 mit CO, 
gesattigtem, vorher ausgekochtem Wasser verteilt und in der 
ublichen Weise anreichernd destilliert. Sie enthielten 


a) an Aldehyd. . . 0,00176 g, 
B) an Alkohol . . . 0,029 g. 


g* 
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F. 100 g desselben Materials wurden in 11 ausgekochtem 
und mit CO, gesittigtem Wasser unter Zugabe von 1°/, NaF 
einer 11itégigen Autolyse bei 38° unterworfen. Nach dieser 
Zeit ergab die Aufarbeitung 

a) an Aldehyd. . . 0,014 g, 
B) an Alkohol . . . 0,172 g. 


Die ermittelten Tatsachen erlauben wohl folgende SchluB- 
folgerungen. 

Beim Aufbewahren der Hefen im frischen Zustande ruhen 
keineswegs die chemischen Umsetzungen, insbesondere findet 
eine in den meisten Fallen recht deutliche Zunahme des Alko- 
hols statt. Zumeist wachst auch die Menge des Aldehyds. DaB 
sie in einem Falle gesunken ist, kann nicht wundernehmen, da 
ja die Umwandlung der Aldehyde durch Hefe bekannt ist. 
Auch bei den Autolysen erfolgen Anderungen im Aldehyd- und 
Alkoholgehalt, gleichfalls in der Richtung einer Vermehrung 
beider Substanzen. Man darf wohl unbedenklich annehmen, 
daB es sich hier stets um Acetaldehyd und Athylalkohol han- 
delt, wenngleich die Titrationsmethoden an sich dariber nichts 
aussagen. Bemerkenswert erscheint, daB der Aldehyd und 
Alkohol von der Hefe relativ fest gehalten werden; denn selbst 
in den gewaschenen Proben sowie in der bei 22° langere Zeit 
getrockneten, staubenden Trockenhefe bleiben immerhin deut- 
liche Mengen nachweisbar. 











Zur Frage der Beziehung von Carboxylase zu Zymase 
Von 
Carl Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Alb. Klécker*) hat im Jahre 1913 in einer sehr be- 
merkenswerten Mitteilung eine Reihe neuer Hefenvarietiten 
beschrieben, die Traubenzucker und seine giarfahigen Isomeren 
sowie Saccharose und Maltose nicht oder bei sehr langer Ein- 
wirkung ganz schwach umsetzen. 

Da ich durch die Liebenswiirdigkeit des Herrn Prof. 
Klécker in den Besitz einiger dieser Mikroorganismen gelangt 
bin, konnte ich an diesem Material den Gedanken verfolgen, 
ob mit der mangelnden zymatischen Wirkung ein Fehlen der 
Carboxylase einhergeht. Das ist der Fall. Wie bei den Kultur- 
hefen die Fahigkeit zur Carboxylase- und Zymasegarung véollig 
parallel gehen, so fehlt bei den Pseudosaccharomyceten das 
Vermogen zur Einwirkung auf Zucker und Brenztraubensaure. 

Zur Verfiigung standen mir 3 Pseudosaccharomycesarten, 
die verschiedenen Weltteilen entstammten: Ps. germanicus 
(Harz), Ps. javanicus (Java) und Ps. indicus (Himalaya). 

Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daB diinne, 
schmale Eudiometer von 8 cm Lange und 3 mm Durchmesser 
mit einer ™/,-Glucoselésung, bez. mit dem Gemisch von m-Brenz- 
traubensaéure +- m-K,HPO, gefiillt und nach Beschickung mit 
0,1 g Hefenmaterial bei 28° iiber Quecksilber aufbewahrt 
wurden. Ferner wurden drei ebensolche Versuche mit ™/,,- 
freier Brenztraubenséure vorgenommen. 


1) Alb. Klécker, Recherches sur les organismes de fermenta- 
tion. Compt. rend. des travaux du Labor. de Carlsberg 10, 285, 1913. 
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Keine der drei Hefen rief unter den gewahlten Bedingungen 
weder in Traubenzucker- noch in Brenztraubensaurelosung eine 
sichtbare Garung hervor. Innerhalb 4 Tagen hatte sich in 
den Réhrchen mit Pseudosaccharomyces germanicus je eine 
kleine Gasblase angesammelt. Nach dieser Zeit wurde in samt- 
liche Eudiometer je 0,05 g Kulturhefe Rasse K eingebracht. 
Uberall trat schnell typische Giarung ein; das zeigt, daB keine 
irgendwie girungswidrigen Stoffe zugegen waren, sondern daB 
das Verhalten der Pseudosaccharomyceten gegen Brenztrauben- 
siure gleichfalls auf Carboxylasemangel beruht. 








Kofermentartige Wirkung von Salzen der a-Ketosauren. 
Von 
Carl Neuberg und Erwin Schwenk, 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie, Berlin-Dahlem) 


Mit dem Namen Koenzym bezeichnet man eine Sub- 
stanz, die das Garungsferment Zymase stets begleitet und uner- 
laBlich fiir das Zustandekommen der alkoholischen Garung ist. 

Durch eine Reihe von MaBnahmen kann man Enzym und 
Koenzym bis zu einem gewissen Grade trennen. Bei der Dialyse 
durch Pergament (Buchner und Antoni)') verliert HefepreBsaft 
(auch Hefemacerationssaft) sein Garvermégen fiir Traubenzucker. 
Ins Dialysat geht eine kochbestindige Substanz iiber, die unter 
vermindertem Druck eingedampft und zur Trockne gebracht 
werden kann und dann die Eigenschaft besitzt, im Verein mit 
dem nicht dialysierten Anteil des Hefesaftes die alkoholische 
Garung zu erregen. Diese Trennung kann auch durch einen 
anderen Vorgang bewirkt werden, der gleichfalls die verschie- 
dene MolekulargréBe von Ferment und Koferment beniitzt: es 
ist dies die Filtration durch ein Chamberland-Martin- Filter 
(Harden und Young). Durch dieses wandert unter Druck 
das Koenzym hindurch, wahrend die Zymase samt den iibrigen 
Fermenten und Kolloiden der Hefe (EiweiBkérpern, Poly- 
sacchariden usw.) auf dem Filter zuriickbleibt. Auch bei dieser 
Art der Trennung vermégen die wiedervereinten Saftanteile 
zymatisch zu wirken, wahrend jede Fraktion fiir sich unwirk- 
sam ist. Es besteht also eine gewisse Analogie zu verschiedenen 
Vorgingen bei den Immunititserscheinungen. Das bestindige 





1) Die gesamte Literatur findet sich bei A. Harden, Monogr. Alko- 
hol. Ferment. 1911, S. 55—63. 
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Koenzym entspricht etwa dem Amboceptor, das empfindlichere 
Ferment dem Komplement. 

Das Koferment kann nicht nur durch Filtration des Hefe- 
saftes gewonnen werden, sondern auch, wenn man auf die gleich- 
zeitige Erhaltung der Zymase verzichtet, durch Kochen von 
Hefesaft sowie von Hefe selbst (Harden und Young, Buch- 
ner und Klatte). Man erhalt so Kochsaft bzw. Hefeextrakt. 
Im Filtrat der koagulierten Hefebestandteile befindet sich das 
Koenzym, das bei dieser Art der Bereitung ebenfalls durch 
vorsichtige Konzentration im festen Zustande gewonnen wer- 
den kann. 

Offenbar ist das Koenzym ein leicht léslicher Kérper, da 
es durch einfaches Auslaugen getrockneten Hefen bei Zimmer- 
temperatur entzogen werden kann. In langerer Beriihrung mit 
Hefesaft geht jedoch das Koenzym zugrunde, besonders dann, 
wenn der Hefesaft keine Gararbeit leistet, d. h. nicht mit 
Zucker in Beriihrung ist (Harden und Young). Man muB 
daraus folgern, daB im Hefesaft ein Agens vorhanden ist, das 
Koenzym zerstért und daB dieses Agens weniger wirksam ist, 
wenn gleichzeitig eine alkoholische Garung ablauft. Es ware 
auch denkbar, daB durch diese alkoholische Garung kleine 
Mengen von Koferment neu entstehen. Unbeschrankt ist jedoch 
die schiitzende Wirkung des Zuckers nicht, denn bekanntlich 
gelangt die zellfreie Garung unter bestimmten Konzentrations- 
verhaltnissen zum Stillstand, ehe noch aller Zucker umgesetzt 
ist. Wenn dann gekochter Hefesaft, d. h. Koenzym, hinzuge- 
fiigt wird, kommt der erschépfte Hefesaft wieder in Tiatigkeit, 
und man kann dieses Spiel mehrere Male erneuern. 

Abnliche Wirkungen entfalten bekanntlich die Phosphate; 
allein es hat sich bald gezeigt, daB der niachstliegende Ge- 
danke, im Koenzym Phosphate zu erblicken, nicht zutrifft 
(Harden und Young). Die Phosphate sind natiirlich auch 
dialysabel, kochbestiindig und extrahierbar; durch Veraschung 
verliert jedoch das Koenzym seine Wirksamkeit und es kann 
weder durch phosphorsaure Salze noch durch einfache Phosphat- 
gemische ersetzt werden. Auch organische Phosphorverbin- 
dungen, wie die am Garungsvorgange selbst beteiligte Hexose- 
phosphorséure, wie das Phytin (Inositphosphorsdure), Glycero- 
phosphate und Lecithin haben nicht die Funktionen des Ko- 
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enzyms (Buchner und Klatte, Harden und Young, v. Euler 
und Backstrém). Die natiirlichen Kofermentlésungen enthalten 
aus der Hefe stammende Mengen von freier und gebundener 
Phosphorséure; von diesen kénnen sie durch Behandlung mit 
Bleiacetat bei neutraler Reaktion befreit werden, ohne daB die 
Koenzymwirkung erlischt, obzwar Anteile des Koenzyms durch 
Bleiacetat niedergeschlagen werden (Harden und Young). 

Durch Alkohol wird das Koenzym aus Kochsaft nicht 
oder nur unvollstandig gefallt, und auch Aceton schligt es 
schwierig nieder (Buchner und Duchaéek). 

Dem Angriff von starkem Alkali sowie von Séuren wieder- 
steht das Koenzym nicht (Buchner und Haehn). 

Das vorerwahnte natiirliche Verschwinden in Macerations- 
siften weist auf die Tatigkeit eines Ferments hin, da aufge- 
kochte Hefesaifte ihre Kofermenteigenschaften lange bewahren. 
Die proteolytischen Fermente der Hefesifte diirften hierfiir 
kaum allein verantwortlich gemacht werden (Buchner und 
Klatte); denn eine nachtragliche Verdauung gekochter Hefe- 
sifte vernichtet das Koferment nicht. Dagegen iibt das Fer- 
mentgemisch von Rizinussamen (Buchner und Haehn) eine 
schidigende Wirkung auf das Koenzym aus. Eine solche 
macht sich auch geltend, wenn die Koenzymidésungen wieder- 
holt zum Sieden gebracht oder anhaltend gekocht werden 
(Buchner und Haehn). 

Die friiher beschriebene stimulierende Wirkung, die in aus- 
gepragtem Mafe kleinen Mengen von Salzen der «-Ketosauren 
eigen ist’), legte den Gedanken nahe, das Aktivierungsvermégen, 
das diese Salze auf den Gesamtvorgang der alkoholischen Garung 
ausiiben, mit dem Aktivierungsvermégen durch das Koferment 
in Zusammenhang zu bringen. Die ersten Versuche, koenzym- 
freien Hefesaiften oder durch Auslaugen von Koenzym befreiten 
Trockenhefen durch Zusatz wechselnder Mengen einzelner keto- 
saurer Salze die zymatische Kraft wiederzugeben, schlugen fehl. 
Erst als das Gemisch einer gréBeren Reihe von ketosauren 
Salzen und Dikaliumphosphat verwendet wurde, hatten wir 
einen Erfolg zu verzeichnen. Es gelang uns, die nicht oder nur 
ganz schwach garenden koenzymfreien Hefepraparate durch einen 


1) C. Neuberg, Diese Zeitschr. 71, 75 u. 83, 1915. 
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Zusatz dieser kiinstlichen Aktivatoren zu einer Vergaérung von 
Traubenzucker und auch von Rohrzucker zu veranlassen. Freilich 
ist die wiederhergestellte Garkraft bei weitem nicht die volle des 
nativen Macerationssaftes oder der urspriinglichen Trockenhefe. 
Auch ist die absolute Rate der Vergiérung keineswegs quanti- 
tativ. Aber der Effekt ist immerhin so ausgesprochen, daB 
man an eine Mitwirkung der ketosauren Salze bei der Tatigkeit 
des Koenzyms durchaus denken mu8. Auch die Gegenwart von 
anorganischen einfachen Phosphaten hat sich als unbedingt er- 
forderlich erwiesen*). 

DaB die Wirkung nicht die volle des natiirlichen Koenzyms 
ist, kann ja die verschiedensten Ursachen haben. Einmal kénnen 
in unseren kiinstlichen Aktivatorengemischen absolut wichtige 
Ketoséuren fehlen, dann kann auch das Mengenverhiltnis der 
Bestandteile von ausschlaggebender Bedeutung sein. Hinzu 
kommt, daB nach v. Euler und Berggren, zitiert nach Hag- 
mann’), 2 verschiedene Koenzyme vorzukommen scheinen. 

Die ketosauren Salze, die wir verwendet haben, waren die 
Kalium- bzw. Calciumsalze folgender Verbindungen: Brenz- 
traubensaure, «-Ketobuttersiure, a-Ketoisovaleriansaiure, a-Keto- 
capronsaure (Methylathylbrenztraubensaure), Phenylglyoxalsaure, 
Phenylbrenztraubenséure, p-Oxyphenylbrenztraubensaure, Oxy- 
brenztraubensdure, Oxalessigsiure (Ketobernsteinsiure), und 
a-Ketoglutarsiure. Wie man sieht, sind dieses die Ketoséiuren, 
die sich fast ausnahmslos von den wichtigen im Eiwei8molekiil 
vorkommenden Aminosauren ableiten, und zwar sind sie Deri- 
vate von: Alanin, Aminobutterséure, Valin, Isoleucin, Phenyl- 
glykokoll, Phenylalanin, Tyrosin, Serin, Asparaginsiure und 
Glutaminsaure. 

Nach den Anschauungen, die friiher (vgl. 8. 84) entwickelt 
worden sind, diirfte es sich um ein automatisches Ineinander- 
greifen von Kohlenhydrat- und EiweiBstoffwechsel der Garungs- 
organismen handeln. Wenn man die Anschauung gelten lassen 
will, daB die Hefe die alkoholische Girung nur zum Zwecke des 
Energiegewinnes leistet, mit dessen Hilfe sie die Synthese ihres 
K6rpereiweiBes vollbringt, also ihr Dasein und ihren Fort- 

*) Anm. bei der Korr. Im Einklange mit einer jiingst von S. Hag- 


mann (diese Zeitschr. 69, 403, 1915) aus v. Eulers Laboratorium ge- 
machten Mitteilung. 
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bestand sichert, so diirften andererseits wieder die ersten Stufen 
des oxydativen Proteinumsatzes bzw. des Aminosaiurenabbaus, 
eben die a-Ketosiuren, die natiirlichen Aktivatoren fiir den ge- 
regelten Ablauf der alkoholischen Garung darstellen. 

Uberblickt man von diesem Standpunkte aus, die bekannt 
gewordenen Eigenschaften des Koferments, so sieht man, da 
sie im groBen und ganzen mit der Auffassung vereinbar wiren, 
daB es sich hier um Salze der a-Ketosiuren, vielleicht auch 
um Spuren der durch natiirliche Moderatoren gepufferten freien 
Sauren selber handelt. 

Dialysierbarkeit, leichte Extrahierbarkeit sowie Kochbe- 
standigkeit kommen den genannten Substanzen selbstverstind- 
lich zu. Die Widerstandsfahigkeit gegen Erhitzen sowie gegen 
Saéuren und Basen ist genau wie beim natiirlichen Koferment 
begrenzt und findet ihre Erklirung in der Reaktionsfahigkeit 
dieser Verbindungen. Durch Alkohol und Aceton sind die Salze 
der a-Ketoséuren ebenfalls nur sehr unvollstandig aus ihren 
wasserigen Lésungen fillbar, durch Bleiacetat werden sie — je 
nach Konzentration und Reaktion — auch zum Teil nieder- 
geschlagen. 

Der Verbrauch des Koenzyms bei der zellfreien Garung wiirde 
im a-Ketoséurencharakter eine Erklarung finden kénnen; denn 
diese Substanzen unterliegen natiirlich der Wirkung der Hefen- 
carboxylase und werden also durch dieselbe allmahlich zerstért. 
DaB bei der Vergiirung mit lebender Hefe keine Erschépfung 
an Koferment eintritt, wiirde seine ungezwungene Deutung in 
dem Umstand erfahren, da8 im Kreislauf des Aminosaurenstoff- 
wechsels die a-Ketosiurenstufe sicher beim Abbau, vielleicht 
auch beim Aufbau durchlaufen wird. 

Wenn eine echte Lipase bei dem Ricinussamen das 
kofermentzerstérende Agens ist — es kénnte ja aber auch 
ein ganz anderes Enzym dieser Samen im Spiele sein — so 
wiirde auch dieser Umstand nicht gegen die vorgebrachte Auf- 
fassung sprechen; denn es ware ja durchaus denkbar, daB ester- 
artige Verbindungen der Ketosauren, die gespalten oder unter 
dem synthetischen Einflusse der Lipase gebildet werden, im 
Spiele sind. Die relative Resistenz gegen Tryptasen steht 
wiederum mit der Auffassung als Ketoséurengemisch im Ein- 
klange. 
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Wir haben schlieBlich versucht, im Koferment Ketosiuren 
+“) nachzuweisen, allerdings bisher ohne Erfolg. Die einfachste 
| Probe, die Priifung mit Nitroprussidnatrium, gibt ein schwach 
} positives Resultat. Allerdings ist diese Reaktion weder spe- 
zifisch, noch kommt sie iiberhaupt den hoheren Ketoséuren zu. 
Die Untersuchungen auf diesem Gebiete beabsichtigen wir 

fortzusetzen. 


Experimentelles. 


Die Versuche wurden so angestellt, daB die nachstehend 
einzeln beschriebenen Ansatze in zugleich mit Quecksilber be- 
schickte Eudiometerréhren von etwa 35 ccm Fassungsraum ein- 
bracht wurden. Dann wurden die umgekehrten Roéhren in eine 
Quecksilberwanne eingetaucht, an einem Stativ befestigt und 
die ganze Apparatur in einen Brutschrank bei 28° gestellt. 

Als ,koenzymfreie“ Materialien kamen zur Anwendung: 

a) Dialysierte Macerationssifte aus getrockneter Hefe UM 
. und K. Der Saft war im Eisschrank unter Zusatz von 
He Toluol 28 Stunden lang gegen vielfach gewechseltes 
ie Leitungswasser dialysiert. 

b) Mit Wasser ausgelaugte Trockenhefe UM, die nach den 
Angaben von Harden’) in Wasser suspendiert und 
jedesmal abzentrifugiert war. SchlieBlich wurde die ab- 
geschleuderte Hefe in Aceton eingetragen, abgesaugt, 
mit Aceton nachgewaschen und im Vakuum getrocknet. 





Versuch 1. 
A. 20,0 ccm dialysierter Saft aus Hefe UM, 
10,0 » ™/,-Glucoselésung, 

1,0 » eines Gemisches, das die Salze simtlicher oben 
angefiihrten a-Ketosaéuren in m-Lésung ent- 
hielt und im Gehalt an K,HPO, molekular 
war (Salzgemisch), 

0,5 » Toluol, 

0,5 » Chloroform. 

B. 20,0cem dialysierter Hefesaft, 
id 10,0 » ™/,-Rohrzuckerlésung, 
1,0 » m-Salzgemisch, 





1) A. Harden, Biochem. Journ. 7, 215, 1913. 
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0,5cem Toluol, 
0,5 » Chloroform. 

C. 20,0 ccm dialysierter Hefesaft, 
10,0 » ™/,-Glucoselésung, 
1,0 » Wasser, 
0,5 » Toluol, 
0,5 » Chloroform. 

D. 20,0ccem dialysierter Hefesaft, 
10,0 » ™/,-Rohrzuckerlésung, 
1,0 » Wasser, 
0,5 » Toluol, 
0,5 » Chloroform. 

E. 20,0 ccm dialysierter Hefesaft, 
10,0 » Wasser, 
1,0 » m-Salzgemisch, 
0,5 » Toluol, 
0,5 » Chloroform. 


Gemessene Menge Kohlensaure in ccm. 

















Zeit wi 
in Stunden A | B | c | D E 
3,5 Ee ge | 0,6 oe 
16 13,0 | 114 | 1,2 Spuren Spuren 
21 13,0 | 14,0 13 ” | ” 
Versuch 2. 


Ansatz von 3 Réhren A, B und C, die wie die Réhren A, 
C und E in Versuch 1 beschickt waren, jedoch unter Verwen- 
dung von dialysiertem Hefesaft aus Hefe K. 


Gemessene Menge Kohlensiure in ccm. 











Zeit | 
in Stunden A | B c 
14 3,0 | Spur Spur 








Versuch 3. 


Die Beschickung war folgende: 
A. 20ccm Wasser, 
10 » ™/,- Glucoselésung, 
1 » m-Salzgemisch, 
1g ausgelaugte Acetontrockenhefe UM. 
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B. 20cem Wasser, 
10 » ™/,-Fructoselésung, 
1 » m-Salzgemisch, 
1g ausgelaugte Acetontrockenhefe UM. 
C. 21ccm Wasser, 
10 » ™/,-Glucoselésung, 
1g ausgelaugte Acetontrockenhefe UM. 
D. 21 ccm Wasser, 
10 » ™/,-Fructoselésung, 
1g ausgelaugte Acetontrockenhefe UM. 


Gemessene Menge Kohlensiaure in com. 




















Zeit 
in Stunden A B Cc | D 
6 3,1 3,3 0 0 
52 5,5 | 5,0 0,6 0,6 
Versuch 4. 


Hier wurde ebenfalls durch Waschen koenzymfrei gemachte 
Acetontrockenhefe UM verwendet; das Material war jedoch zu 
anderer Zeit dargestellt und die Ansitze waren andersartig. 

A. 10,0cem Wasser, 
20,0 » m-Traubenzuckerlésung, 
2,0 » m-Salzgemisch, 
0,5 » Toluol, 
0,5 » Chloroform, 
2,0g ausgelaugte Acetontrockenhefe UM. 
B. 10,0ccm Wasser, 
20,0 » ™/,-Rohrzuckerlosung, 
2,0 » m-Salzgemisch, 
0,5 » Toluol, 
0,5 » Chloroform, 
2,0g ausgelaugte Acetontrockenhefe UM. 
C. 12,0ccm Wasser, 
20,0 » m-Traubenzuckerlésung, 
0,5 » Toluol, 
0,5 » Chloroform, 
2,0g ausgelaugte Acetontrockenhefe UM. 
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D. 12,0cem Wasser, 

20,0 » ™/,-Rohrzuckerlésung, 

0,5 » Toluol, 

0,5 » Chloroform, 

2,0 g ausgelaugte Acetontrockenhefe UM. 
E. 30,0ccm H,0, 

2,0 » m-Salzgemisch, 

0,5 » Toluol, 

0,5 » Chloroform, 

2,0g ausgelaugte Acetontrockenhefe UM. 


Gemessene Menge Kohlensiure in ccm. 














Zeit 


in Stunden C 








4 0 
25 5 
48 m3) 

5 





| | 
| | 


73 | oe 


Das Gemisch der Salze verschiedener «-Ketoséuren hat 
sich als befahigt erwiesen, ,,koenzymfreie* Hefemacerationssafte 
sowie ,,koenzymfreie“ Trockenhefe derart zu aktivieren, daB sie 
Traubenzucker, Fructose wie Rohrzucker, wenn auch in maéBigem 
Umfange, vergirten. Die Beziehungen der verwendeten a-Keto- 
siuren zu den Proteinbausteinen — den Aminoséuren — sprechen 
dafiir, daB es sich hier um ein korrelatives Ineinandergreifen 
von EiweiB- und Kohlenhydratstoffwechsel der Hefe handelt. 
Eine volle Koenzymwirkung ist von dem kiinstlichen Gemisch 
nicht zu erwarten, da ihm vielleicht gerade besonders wichtige 
Bestandteile des natiirlichen Materials noch fehlen. Physika- 
lische und chemische Eigenschaften von natirlichem Koenzym 
und seinem Ersatze wiirden in den Hauptpunkten iberein- 
stimmen; vollige Identitat besteht jedoch nicht. 
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Studien iiber Methylglyoxalbildung. II. 


Von 
Carl Neuberg und Bruno Rewald. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Die Bildung von Methylglyoxal aus den Zuckern der 
6-Kohlenstoffreihe vollzieht sich nach friiheren Versuchen von 
C. Neuberg und W. Oertel’) (siehe dort die Literatur) auch 
unter dem Einflusse von schwachem Alkali, wie Natriumcarbo- 
nat*), Natriumbicarbonat sowie Dinatriumphosphat. Inzwischen 
haben wir festgestellt, daB verdiinntes Ammoniak ebenfalls 
ein sehr geeignetes Mittel zur Uberfiihrung der Zucker in Methyl- 
glyoxal darstellt. Bei gleichzeitiger Verwendung von Phenyl- 


1) C. Neuberg und W. Oertel, diese Zeitschr. 55, 495, 1913. 

®) Es ist sehr erstaunlich, daB jiingst die Herren A. Fernbach 
und M. Schén in Paris (Annales de |’Inst. Pasteur 28, 693, 1914) die 
Bildung von Methylglyoxalosazon aus mit Natriumcarbonat behandelter 
Glucose als neu beschreiben. Sie heben besonders die ,gute* Ausbeute 
hervor, die sie auf 1,48 g Methylglyoxalosazon aus 12,5 g Traubenzucker 
beziffern. Demgegeniiber sei darauf hingewiesen, daB wir ein Jahr friher 
(diese Zeitschr. 55, 497, 1913) aus 9 g Glucose 10g Methylglyoxalosazon, 
allerdings Rohprodukt, isoliert haben und auBerdem gerade die Reaktion 
mit Traubenzucker und Soda als Vorlesungsversuch zur Demonstration der 
schnellen Methylglyoxalbildung empfehlen konnten. Es mu8 zweifel- 
haft erscheinen, ob die franzésischen Autoren iiberhaupt Methylglyoxal 
in Handen gehabt haben, da sie ausdriicklich betonen, da8 ihr Produkt 
in der Kalte Fehlingsche Lésung stark reduziert habe. Das tut bekannt- 
lich Methylglyoxal nicht (Meisenheimer, Ber. 45, 2640, 1912). — In 
derselben Arbeit, in der Fernbach und Schén die Methylglyoxal- 
bildung ,auffinden*, ,entdecken“ sie iibrigens zugleich die Bedeutung 
der Brenztraubensiure fiir das Gaérungsproblem! Auch eine Erklairung 
fiir die Entstehung von Acetylmethylcarbino! aus Aldol entlehnen 
sie unseren Arbeiten (s. C. Neuberg, Die Garungsvorginge. Monogr. 
Jena 1913). 
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hydrazin und Ammoniak gelingt es nicht nur, aus den friiher 
untersuchten Zuckern Glucose, Mannose und Fructose Methyl- 
glyoxalosazon zu erhalten, sondern auch aus der Galaktose, dem 
Glucosamin, der Maltose, dem Milchzucker, der Arabinose, der 
Xylose und der Rhamnose’). Ferner beobachteten wir den 
Ubergang des Dioxyacetons bei ammoniakalischer Reaktion in 
Methylglyoxal; bei saurer Lésung ist die analoge Umwandlung 
schon bekannt gewesen (G. Pinkus). 

Wir geben in Fortfiihrung unserer friiheren Untersuchungen 
die experimentellen Daten an. 


A. Pentosen. 


a) l-Arabinose. 


3 g Arabinose werden mit 150 ccm 10°/,igem Ammoniak 
und 5g Phenylhydrazin 8 Stunden in einer Druckflasche in 
siedendem Wasserbade erhitzt. Nach vdlligem Erkalten wurde 
abfiltriert und das klare Filtrat noch einmal in der Druck- 
flasche erwairmt, wobei noch ein zweiter geringer Niederschlag 
auftrat. Die Riicksténde wurden vereinigt und im Vakuum- 
exsikkator iiber konzentrierter Schwefelsiure vollkommen ge- 
trocknet. Die Rohausbeute betrug 4 g an einer dunklen, halb 
krystallinischen, halb schmierigen Masse. Dieselbe wurde kalt 
mit einer Mischung von 9 Teilen Benzol und 1 Teil Petrolather 
angerieben, wobei die Verunreinigungen in Lésung gingen und 
ein hellgelbes Krystallpulver zuriickblieb. Dasselbe wurde ab- 
gesaugt und aus wenig siedendem Benzol umkrystallisiert. Unter 
Vernachliassigung der aus den Mutterlaugen noch krystallisieren- 
den Anteile betrug die Ausbeute an Methylglyoxalosazon vom 
Schmelzpunkte*) 147° 0,9 g. 

0,0902 g Substanz: 17,2 com N (15°, 753 mm). 

C,,H,,N,- Berechnet N == 22,22°/,; gefunden N == 22,02°,. 

1) Es sei daran erinnert, da8 A. Windaus und F. Knoop (Ber. 38, 
1106, 1905) aus ammoniakalischen Zuckerlésungen Methylimidazol er- 
hielten und auf einen vorangehenden Zerfall in Methylglyoxal und Form- 
aldehyd schlossen. 

?) Durch wiederholtes Umkrystallisieren kann man den Schmelz- 
punkt des Methylglyoxalphenylosazons auf 153 bis 154° treiben, doch 
sinkt er leicht wieder bei Aufbewahrung der Substanz; vgl. J. U. Nef, 
Ann. 335, 247, 1904. 
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b) 1-Xylose. 
3 g |-Xylose lieferten bei der gleichen Behandlung 0,98 g 
reines Methylglyoxalosazon vom Schmelzpunkt 146°. 
0,1307 g Substanz: 26,0 cem N (18°, 746,5 mm). 
C,,H,,N,-. Berechnet N = 22,22°/,; gefunden N= 22,45°/,. 


B. Methylpentose. 


3g Rhamnose, 150 ccm 10°/,iges Ammoniak und 5g 
Phenylhydrazin lieferten 2 g sehr reines Rohprodukt, aus dem 
ohne weiteres 1,4 g analysenreines Methylglyoxalosazon vom 
Schmelzpunkt 145 bis 146° erhalten wurden. 

0,0836 g Substanz: 16,2 com N (18°, 751 mm). 

C,,H,,N,. Berechnet N = 22,22°/,; gefunden N = 22,00°/,. 


C. Hexosen. 


a) d-Glucose. 


6 g Traubenzucker wurden mit 300 ccm 10°/,igem Ammo- 
niak und 10,5 g Phenylhydrazin 12 Stunden lang in der Druck- 
flasche auf 100° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde abfiltriert 
und das Osazon, sehr wenig verschmiert, in gut ausgebildeten 
Krystallen erhalten. Das Filtrat lieferte bei erneuter Erwarmung 
noch eine zweite Krystallisation. Im ganzen wurden so aus 
zwei gleichen Ansaitzen nach dem Trocknen iiber Schwefelsiure 
im Vakuum 8,5 g verhaltnismaBig sauberes Methylglyoxalosazon 
erhalten. Durch Waschen mit Benzol und Umkrystallisation des 
Ungelésten wurden 2,6 g reine Substanz vom Schmelzpunkt 146° 
gewonnen. Die aus dem Waschbenzol sowie aus den Mutter- 
laugen sich noch abscheidenden Mengen wurden vernachlassigt. 

0,0932 g Substanz: 18,1 com N (18°, 755,5 mm). 

C,,H,,N,. Berechnet N = 22,22°/,; gefunden N = 22,20°,. 


b) d-Fructose. 

6 g Fruchtzucker wurden genau ebenso behandelt. Die 
Ausbeute ist hier bei der Ketose — dhnlich wie wir dies 
friiher fiir die Behandlung mit Soda gefunden hatten — besser 
als bei der Aldose. Aus 6 g Fruchtzucker schieden sich 6,5 g 
Rohprodukt ab, aus dem ohne weiteres 2,5 g analysenreine 
Substanz vom Schmelzpunkt 146° gewonnen wurden. 
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0,1252 g Substanz : 24,4 com N (20°, 760 mm). 
C,,H,,N,. Berechnet N = 22,22°/,; gefunden N = 22,20°/,. 


c) d-Galaktose. 


In gleicher Weise wird aus Galaktose, Ammoniak’) und 
Phenylhydrazin das Methylglyoxalosazon gewonnen. Ausbeute 
1,0 g Osazon aus 6 g Zucker; Schmelzpunkt 145°. 


d) d-Glucosamin. 


6 g Glucosaminchlorhydrat wurden mit 300 cem 10°/,igen 
Ammoniaks und 5 g Phenylhydrazin 8 Stunden lang in der 
Druckflasche erwarmt. Da sich beim Erkalten nur wenig Nieder- 
schlag ausschied, wurde ohne Filtration weitere 12 Stunden er- 
hitzt. Das Reaktionsprodukt war stark verschmiert und haftete 
an den Wandungen der Flasche. Es konnte eine nahezu klare 
Flissigkeit abgegossen und der Niederschlag in der Flasche 
abgespiilt werden. Die ganze Flasche wurde sodann im Exsik- 
kator tiber Schwefelséure getrocknet. Durch heiBes Benzol 
wurde darauf das ganze Reaktionsprodukt aus der Druckflasche 
herausgelést; beim Verdunsten hinterblieb ca. 3,6 g Rohprodukt. 
Durch Auslaugen mit kaltem und Umlésen aus heiBem Benzol 
wurde daraus reines Osazon erhalten, das zur Trennung von 
braunen Beimengungen in diesem Fall unter Zusatz von Tier- 
kohle umkrystallisiert werden muBte. Ausbeute 0,5 g, Schmelz- 
punkt 144° 

0,0672 g Substanz: 13,0 com N (16°, 756 mm). 

C,,;H,,N,. Berechnet N= 22,22°/,; gefunden N = 22,32°/,. 


1) Auch mit Natriumcarbonat laBt sich aus Galaktose, genau 
wie wir es friher fiir Fruchtzucker, Traubenzucker und Mannose be- 
schrieben haben, Methylglyoxal als Osazon abscheiden. Z. B. wurden 
9 g Galaktose mit 500 com Wasser, 14,5 g Krystallsoda und 16,5 com 
Phenylhydrazin 8 Stunden unter RiickfluB gekocht. Man dampft dann 
auf dem Wasserbade zur Hilfte ein und zieht das abgeschiedene und 
getrocknete Reaktionsprodukt mit kaltem Benzo] aus. Es hinterbleibt 
ein Krystallkuchen, den man durch Auskneten mit einem Gemisch von 
%/,9 Benzol und %/,, Ligroin von anhaftenden Verunreinigungen befreit 
und schlieBlich aus hei8em Benzol umkrystallisiert. Erhalten wurden 
2,8 g hellgelbe Krystalle vom Schmelzpunkt 145°. 

0,0938 g Substanz: 18,2 com N (18°, 764 mm). 

C,;H,,.N,. Berechnet N = 22,22°/,; gefunden N = 22,52°/,. 

10* 
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D. Disaccharide. 


a) Maltose. 

6 g Maltose wurden mit 300 ccm 10°/,igem Ammoniak 
und 20g Phenylhydrazin 20 Stunden in der Druckflasche im 
siedenden Wasserbade erhitzt. Es entstand in reichlicher Menge 
ein dunkler Niederschlag, der abfiltriert und im Vakuum ge- 
trocknet wurde. Rohausbeute 6 g, die ohne Beriicksichtigung 
der Mutterlaugen 1,7 g Analysensubstanz vom Schmelzpunkt 
143° lieferten. 

0,1078 g Substanz: 20,8 com N (18°, 756 mm). 

C,,;H,,N,. Berechnet N = 22,22°/,; gefunden N = 22,06/,. 


b) Milchzucker. 

Die gleiche Behandlung von 6 g Lactose ergaben 5,6 g 
Methylglyoxalosazon. Die Mutterlaugen wurden unter Zugabe 
von 2ccm Phenylhydrazin noch einmal 8 Stunden lang in der 
Druckflasche erhitzt. Dabei wurden weitere 1,5 g erhalten. 
Die Gesamtausbeute der Rohsubstanz betrug also 7,1 g, die 
etwas mehr als 2 g analysenreine Verbindung vom Schmelz- 
punkt 144° lieferten. 

0,0864 g Substanz: 16,6 com N (17°, 741 mm). 

C,,H,,N,- Berechnet N = 22,22°/,; gefunden N = 22,13°,. 


E. Triose. 


a) 2g Dioxyaceton wurden mit 100 ccm 10°/,igem 
Ammoniak und 6 ccm Phenylhydrazin in der Druckflasche er- 
warmt. Nach 5 Stunden hatte sich die betrachtliche Menge von 
3,8 g Rohosazon ausgeschieden. Durch Erhitzen der Mutterlauge 
wurden noch 0,15 g erhalten. Das Osazon war fast frei von 
dligen Beimengungen. Seine besonders glatte und ergiebige 
Bildung ist bemerkenswert. Schmelzpunkt nach dem Um- 
krystallisieren 147 bis 148°. 

0,1024 g Substanz: 19,6 com N (18°, 767 mm). 

C,,H,,N,. Berechnet N = 22,22°/,; gefunden N = 22,29°/,. 

b) In éhnlicher Weise wie am Fruchtzucker') 14Bt sich 
auch beim Dioxyaceton der schnelle Ubergang in Methyl- 
glyoxal in einfacher Weise demonstrieren, und zwar auf 
genau dem gleichen Wege. 


1) C. Neuberg und W. Oertel, diese Zeitschr. 55, 500, 1913. 


be 
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Man lést 1,0 g Krystallsoda in einem Kolben in 25 ccm 
siedendem Wasser und gibt 1,0 ccm Phenylhydrazin sowie 0,5 g 
Dioxyaceton hinzu. Dabei tritt ohne weitere Warmezufuhr fast 
augenblicklich Gelbfirbung und Abscheidung von Osazon ein; 
es fallt zunachst dlig aus, wird aber wahrend des Erkaltens 
krystallinisch. Die Osazonmenge vermehrt sich noch beim 
Stehen, und nach 3 Stunden haben sich 0,9 g recht reines 
Rohosazon ausgeschieden, das durch zweimalige Umkrystalli- 
sation aus Benzol 0,45 g der reinen Verbindung vom Schmelz- 
punkt 148 bis 149° lieferte. 

Auch diese mit Soda erhaltene Verbindung wurde analysiert. 

0,0868 g Substanz: 16,4 com N (15°, 752 mm). 

C,,H,,N,. Berechnet N= 22,22°/,; gefunden N= 21,82°/,. 

Eine Bedeutung dieser Studien méchten wir in dem Nach- 
weise erblicken, daB die Kohlenhydrate der verschiedensten 
Reihen in Methylglyoxal iiberzugehen imstande sind. Auch 
schwache Alkalien, wie Carbonat, Bicarbonat, Phosphat und 
Ammoniak, bringen diese Umwandlungen hervor. 








Uber Farbenreaktionen der Triosen und des 
Methylglyoxals. 
Von 
Carl Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Bei den Forschungen iiber den Kohlenhydratabbau im 
pflanzlichen und tierischen Organismus spielen die Substanzen 
der 3-Kohlenstoffreihe eine besondere Rolle. Vornehmlich in 
Betracht kommen Brenztraubenséure, Methylglyoxal, 
Glycerinaldehyd und Dioxyaceton. Der Nachweis der 
Brenztraubenséure gelingt meist leicht. Viel schwieriger ist 
die Erkennung kleiner Mengen der Triosen und des Methyl- 
glyoxals. 

Schon vor 14 Jahren habe ich einige Farbenreaktionen 
zum Nachweise von kleinen Mengen 3-Kohlenstoffzucker an- 
gegeben, die sich vielfach bewahrt haben’). Da fortgesetzt ein 
Bedarf nach solchen Proben sich geltend macht, sind die 
friiheren Untersuchungen jetzt erweitert worden; gleichzeitig 
wird iiber ihre Ausdehnung auf das Methylglyoxal und iiber 
die Nitroprussidreaktion dieser Kérper berichtet. Eine einfache 
Beziehung zum Furfurol besteht nicht. 


A. Farbenreaktionen des Glycerinaldehyds. 

a) Orcinprobe des Glycerinaldehyds. 
1. d,l-Glycerinaldehyd gibt, wie ich friiher mitgeteilt habe, 
bei der tiblichen Art der Anstellung*) eine positive Re- 
aktion. Zunachst entsteht ein weisses Kondensationsprodukt, 


1) C. Neuberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 564, 1901. 

*) Auch im folgenden sind die Reaktionen in der iiblichen Weise 
(vgl. Neuberg, Der Harn, 8S. 336 bis 345) angestellt, sofern iiber Ab- 
weichungen nichts besonderes vermerkt ist. 
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das sich bei weiterem Erwarmen griin farbt und mit der gleichen 
Farbe von Amylalkohol aufgenommen wird. 

2. Je nach Art des Erhitzens erhalt man auBer der friiher 
beschriebenen griinen Nuance auch violette bis braunliche Far- 
benténe. Sie weisen bei Aufnahme des Farbstoffes in Amyl- 
alkohol den typischen Streifen auf; er ist bis 30 Stunden be- 
standig. Die veranderte Nuance erhilt man namentlich bei 
mehrminutigem Kochen der verdiinnten Glycerinaldehydlésung 
(1°/, und niedriger) mit den Reagenzien und bei nicht so- 
fortiger Extraktion mit Amylalkohol. 

3. Lést man ein K6rnchen festen Glycerinaldehyds in 3 cem 
Eisessig, gibt Orcin sowie 3 Tropfen rauchende Salzsiure hinzu, 
so entsteht anfangs eine rote Lésung, die dann einen dunkel- 
braunen Niederschlag absetzt. In der roten Lésung ist der 
Absorptionsstreifen, wenn auch nicht sehr kraftig, vorhanden. 


f) Verhalten des Glycerinaldehyds zu Phloroglucin. 

1. Mit Phloroglucin und Salzsiure gibt Glycerinaldehyd das 
bekannte weiBe Kondensationsprodukt. Dieses wird beim lan- 
geren Erhitzen blaugrau bis braun. Weder der weiBe noch der 
farbige Kérper werden von Amylalkohol aufgenommen. Nur 
bei sehr langem Kochen und bei Anwendung abnorm groBer 
Substanzmengen treten, wie schon friiher angegeben, Spuren 
eines Reaktionsproduktes hinzu, dessen amylalkoholische Lé6- 
sung einen ganz schwachen Streifen ungefahr an der typischen 
Stelle zeigt. 

2. Nimmt man die Phloroglucinprobe in der Weise vor, 
daB ein Kérnchen festen Glycerinaldehyds in 2,5ccm Eisessig 
gelést und mit Phloroglucin sowie 3 Tropfen Salzséure (D = 1,18) 
erhitzt wird, so resultiert eine klare rotbraune Lésung, die un- 
mittelbar einen Absorptionsstreifen im Griin besitzt. 

Dieser Streifen, den man nach 24 Stunden noch unge- 
schwacht wahrnimmt, ist viel schwacher als bei einer ebenso 
angestellten Probe mit l-Arabinose; in letzterem Falle weicht 
auch die Nuance ab, die prachtig himbeerfarben ist. 


y) Verhalten des Glycerinaldehyds zu Resorcin. 


1. Kocht man wie gewohnlich mit 12°/,iger Salzsiure 
1 Minute lang, so erfolgt keine Farbung. Nach 3minutigem 
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Kochen tritt in der Fliissigkeit eine maBige Triibung auf, die 
eine Gelbfarbung zugesetzten Amylalkohols, aber keinen Streifen 
und auch keine wesentliche Totalabsorption hervorbringt. (Bei 
Anwendung von rauchender HCl reagiert auch Glycerinaldehyd 
nach Art der Ketosen, ahnlich wie es auch Traubenzucker tut.) 

2. Bei Anstellung der Probe mit festen Materialien in 
Eisessig unter Zugabe von 3 Tropfen konz. Salzsaiure resultiert 
eine rotlich gelbe Fliissigkeit, die keinen Streifen, aber eine 
maBig scharfe Totalabsorption im Griinblau aufweist. 

Wie schon vor Jahren angegeben, tritt also mit Glycerin- 
aldehyd die typische Resorcinprobe nicht ein. 


6) Verhalten des Glycerinaldehyds zu Nitroprussid- 
natrium. 


Glycerinaldehydlésung gibt mit Nitroprussidnatrium und 
Lauge keine charakteristische Farbenreaktion. Diese bleibt auch 
bei Benutzung organischer Basen, wie Piperidin oder Diathyl- 
amin, aus. 


B. Farbenreaktionen des Dioxyacetons. 


a) Die Orcinreaktion des Dioxyacetons. 


Im Jahre 1901 hatte ich reines kristallisiertes Dioxyaceton 
nicht untersuchen kénnen, sondern muBte mich mit ,,Glycerose“ 
begniigen. 

Die Liicke ist jetzt ausgefillt. Es ergab sich folgendes: 

1. Erwirmt man eine 1°/,ige wasserige Losung von reinem 
Dioxyaceton mit einigen Kérnchen festen Orcins und der glei- 
chen Menge rauchender Salzsiiure (je 2 bis 3ccm), so tritt 
Griinfarbung ein. Schiittelt man jetzt, d. h. vor der Abschei- 
dung eines weiBblauen Niederschlags, mit Amylalkohol aus, so 
erhalt man, unter voélliger Entfirbung der wasserigen Schicht, 
einen griinen Auszug mit schwachem, aber typischem Orcin- 
streifen. 


Bei etwa halbstiindigem Stehen andert der Amylalkohol- 
auszug seine Farbe, sie wird olivbraun. Gleichzeitig schwiacht 
sich der Streifen-ab und ist am nachsten Tage verschwunden. 

2. Dehnt man die Erwirmung der Dioxyacetonlésung mit 
Orcin und Salzsiure etwas linger aus, auf mindestens 3 Mi- 
nuten, so kommt es zur Abscheidung eines grinlich-weiBen 
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Niederschlags. Amylalkohol lést denselben unter Erzeugung 
eines schmutzig rotbraunen Auszugs. Derselbe zeigt eine Total- 
absorption im Blau, aber keinen typischen Streifen. Am 
nachsten Tage ist die Fiarbung der Amylalkoholschicht tief 
dunkelbraun. Nach Verdiinnung mit Amylalkohol ist nunmehr 
wieder ein schwacher Absorptionsstreifen im Gebiet zwischen 
C und D vorhanden. 

3. Stellt man die Probe mit festem Dioxyaceton in Eis- 
essig, einigen K6rnchen Orcin und 3 Tropfen rauchender Salz- 
siure an, so erhalt man eine priachtig blau-griine Lésung. Sie 
ist vollig klar und zeigt den typischen Streifen. Sie verblaBt in 
etwa */, Stunde, und zu dieser Zeit, spitestens am nachsten 
Tage, ist auch der Absorptionsstreifen unter Braungelbfairbung 
der Amylalkoholschicht verschwunden. 


8) Phloroglucinreaktion des Dioxyacetons. 


1. 2,5cem 1°/,ige Dioxyacetonlésung geben beim Erwir- 
men mit wenig festem Phloroglucin plus Salzsiure eine violett- 
stichige Fliissigkeit, die unmittelbar einen Absorptionsstreifen 
im Gelb darbietet. Bei langerem Erwirmen kommt es zur 
Bildung eines Niederschlags, der sich in Amylalkohol rot- 
braun lést. Im Gelb ist wiederum ein Streifen vorhanden, 
der etwas mehr nach Rot liegt als das entsprechende Band 
bei 1-Arabinose. Der Streifen ist noch nach 10 Stunden un- 
verandert. 

Die Ausschiittelung mit Amylalkohol muB geschehen, so- 
bald der Niederschlag gerade ausfallt; denn sonst kommt es zur 
Bildung grober brauner Flocken, die nicht mehr in den Amy]l- 
alkohol tibergehen. Bei Verwendung von iiberschiissigem Phloro- 
glucin tritt Kondensation zu einem weiBgelben Produkt ein, 
dessen Lésung in Amylalkohol braunlich ist und keinen Streifen 
darbietet. 

2. Nimmt man die Probe mit den festen Materialien in 
Eisessig unter Zugabe von 3 Tropfen rauchender HCl vor, so 
entsteht eine schéne kirsch- bis blaurote Lésung, die nach Be- 
darf mit Eisessig zu verdiinnen ist und dann ein starkes Band 
im Griin zeigt. (Bei entsprechender Anstellung der Probe mit 
Arabinose sind Nuance und Lage des Bandes ahnlich.) Nach 
24 Stunden ist das Band in unveranderter Starke vorhanden. 
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y) Resorcinreaktion des Dioxyacetons. 

1. Die Anstellung der Probe mit Dioxyacetonlésung unter 
Verwendung des gleichen Volumens 12°/,iger Salzsaure fiihrt 
zu einem gelbroten Farbstoff, der von Amylalkohol mit granat- 
roter bis himbeerfarbener Nuance aufgenommen wird und ein 
breites, etwas unscharfes Band im Griinblau erzeugt. Das Ab- 
sorptionsband ist nach 24 Stunden unverandert. 

Die Farbung des Amylalkohols ist sehr intensiv, auch 
wenn vor dem Ausschiitteln die wisserig-salzsaure Fliissigkeit 
nur schwach rosa erscheint. Rauchende Salzséure ergibt eine 
enorme Farbung. 

2. Nimmt man die Reaktion mit einem K6érnchen festem 
Dioxyaceton, festem Resorcin und 3ccm konz. Salzsiure vor, 
so erhalt man zunichst eine himbeerfarbene bis ziegelrote 
Lésung, dann einen ebensolchen Niederschlag. Er lést sich 
granatrot bis himbeerfarben in Amylalkohol und erteilt ihm 
das Absorptionsband im Blaugriin. Ist zu wenig Eisessig zu- 
gegen, so kommt es zur Bildung blaulich-roter Flocken, die sich 
ausscheiden und nachtriaglich in Eisessig und auch in Alkohol 
schwer léslich sind. 


6) Verhalten des Dioxyacetons zu Nitroprussidnatrium. 

1. Man versetzt 2 ccm 1°/,ige Dioxyacetonlésung mit einigen 
Tropfen gesattigter Nitroprussidnatriumlésung und gibt dann 
Natronlauge hinzu. Man erhalt eine Braun- bis Gelbrotfarbung, 
die auf Zugabe von Essigsiure im ersten Augenblick olivgriin, 
dann hellgriin (Ton etwa wie Methylgriin) wird. 

2. Verwendet man an Stelle der Lauge Piperidin- oder 
Diathylaminlésung, so wird das Gemisch ein wenig starker gelb; 
ein Zusatz von Essigsdure bedingt die unspezifische griinstichige 
Blauung. 


C. Farbenreaktionen des Methylglyoxals. 


«) Verhalten des Methylglyoxals zu Orcin. 

1. Erwirmt man eine 1°/,ige Methylglyoxallésung mit 
etwas Orcin und der gleichen Menge rauchender Salzsiéure, so 
entsteht ein gelbweiBer Niederschlag. Seine Lésung in Amy!- 
alkohol ist gelblich und zeigt diffuse Allgemeinverdunklungen 
im Blau und Gelb, aber keinen Streifen. 
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2. Die Anstellung der Reaktion mit wasserfreiem Methyl- 
glyoxal in Eisessig fiihrt zu einer braunlichen Lésung, der nur 
eine Verdunklung des Blau, kein Absorptionsstreifen eigen ist. 


6) Verhalten des Methylglyoxals zu Phloroglucin. 


1. Die wie iiblich angestellte Reaktion liefert einen kraf- 
tigen gelbweiBen Niederschlag. Der Amylalkoholauszug ist 
braunlich-gelb; ein Streifen ist nicht vorhanden, sondern nur 
eine diffuse Verdunklung des Blauvioletts. 

2. Mit wasserfreiem Methylglyoxal in hinreichend Lisessig 
erhalt man eine klare gelbbraune Lésung, die keinen Streifen 
aufweist, nur eine Absorption des iuBersten Blau bedingt. 


y) Verhalten des Methylglyoxals zu Resorcin. 


1. Bei der iiblichen Art der Anstellung mit wasseriger 
Dioxyacetonlésung und Salzséure von 12°/, tritt Gelbfarbung 
ein, die bei etwa 3minutigem Kochen einen roten Stich an- 
nimmt. Der Amylalkoholauszug ist gelbrot, ohne scharfen 
Absorptionsstreifen; er zeigt eine breite Verdunklung des Griin- 
blaus. 

2. Erhéht man die Konzentration, indem man 0,15 g 
100°/,iges Methylglyoxal, festes Resorcin und 3 com 12°/,ige 
Salzsiure verwendet, so entsteht eine Rotfirbung und spiter 
Triibung. Der Amylalkoholauszug ist rosarot und zeigt ein 
Band im Grin. Hat man langer, etwas iiber 3 Minuten, 
erhitzt, so wird der Amylalkoholauszug gelber und das Band 
schwacher. 


6) Nitroprussidreaktion des Methylglyoxals. 

1. Versetzt man eine 1°/, ige wasserige Lésung von Methyl- 
glyoxal mit Nitroprussidnatrium und Natronlauge, so firbt sich 
die Mischung tiefrot, auf Zusatz von Essigsiure violett (etwas 
bliulicher wie bei Anstellung der Probe mit Aceton). 

2. Verwendet man bei gleicher Anstellung der Probe an 
Stelle von Natronlauge Diathylamin- oder besser Piperidin- 
lésung, so erfolgt eine Violettfirbung, die auf Zugabe von 
Essigsdure stahlblau wird. 

3. Mit Methylglyoxalacetal erhalt man bei Verwen- 
dung von Nitroprussidnatrium und Lauge, Diathylamin oder 
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Piperidin sehr starke violettrote Téne, die mit Essigsiure in 
Violettblau umschlagen. 


D. Zur Frage der Bildung von Furfurol aus den Triosen 
und Methylglyoxal. 


Vor 14 Jahren habe ich zuerst darauf hingewiesen, daB die 
bis dahin iibliche Bezeichnung der Farbenproben von Zuckern 
als Furfurolproben unzulassig ist, da sich Furfurol ganz anders 
verhalt ?). 

Das ungleiche Verhalten der drei Substanzen Glycerin- 
aldehyd, Dioxyaceton und Methylglyoxal lehrt ebenfalls, daB 
hier das Furfurol als Farbstoffbildner nicht in Betracht kommt. 

Andererseits konnte ich zeigen*), daB die Fahigkeit zur 
Furfurolbildung eine weit verbreitete Eigenschaft ist, wenn sie 
auch im allgemeinen nur den polyhydroxylierten Substanzen 
der 5. und 6. Kohlenstoffreihe eigen ist. Da jedoch in den 
hier untersuchten 3-Kohlenstoffverbindungen Substanzen vor- 
liegen, die zu den héheren Zuckerarten in Beziehung stehen, 
so ist die Mdglichkeit eines Ubergangs in Furfurol gepriift 
worden. 

Tatsichlich gelingt es, beim trocknen Erhitzen von Gly- 
cerinaldehyd sowie von Dioxyaceton in einem langen schmalen 
Reagensglase Dampfe zu entwickeln, die Anilinacetatpapier 
roten. Man mu8 aber gréBere Substanzmengen, etwa 2 g, fiir 
diese Versuche anwenden. Denn es entstehen massenhaft 
andere brenzliche Produkte, die kein Furfurol sind und mit 
essigsaurem Anilin braungelbe Farbenténe ergeben. 

Die Reaktion ist ersichtlich von ganz anderer GréBenord- 
nung als etwa bei den Hexosen; offenbar tritt eine Konden- 
sation zweier Triosenmolekel zum 6-Kohlenstoffzucker unter 
diesen Bedingungen nur in ganz geringem Umfange ein. 

Auf keine Weise ist es gelungen, aus Methylglyoxal selbst 
Spuren von Furfurol zu erhalten; auch schnelle wie langsame 
trockene Erhitzung von Bimsteinstiickchen oder Sand, die mit 
Methylglyoxallésung getrinkt waren, fiihrte nicht zum Ziele. 


1) Vgl. hierzu Neuberg, Der Harn, S. 334. 

*) C. Neuberg, diese Zeitschr. 9, 555, 1908. Hier ist schon fiir 
Methylglyoxal ein negatives Ergebnis erzielt; jetzt ist reinstes Material 
mit demselben Resultat gepriift worden. 
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Der Ubergang in Methylglyoxal und in die sich ebenso 
verhaltende Brenztraubensiéure fiihrt offenbar schon véllig aus 
der Zuckerreihe heraus. 


Was nun die praktische Verwendbarkeit der behan- 
delten Farbenreaktionen anlangt, so ergibt sich folgendes: 

Bei der iiblichen Anstellungsart der Farbenproben kann 
Glycerinaldehyd von Dioxyaceton dadurch unterschieden wer- 
den, da8 nur letzteres eine positive Phloroglucinreaktion liefert. 
Beide Triosen geben eine positive Orcinprobe. Von den Pen- 
tosen und der Glucuronsaure ist der Glycerinaldehyd durch das 
Ausbleiben der Farbung mit Phloroglucin zu unterscheiden. 
Weiter reagiert das Dioxyaceton, nicht aber der Glycerinaldehyd, 
typisch mit Resorcin. Das Methylglyoxal verhalt sich vollig 
anders’); es gibt weder eine Orcin- und Phloroglucin- noch 
eine ganz typische Resorcinprobe. Dagegen liefert es mit Nitro- 
prussidnatrium und Lauge oder organischen Basen (sekundiren 
Aminen) eine kraftige Rotfirbung, die durch Essigsaure violett- 
blau wird. Mit Nitroprussidnatrium reagieren Glycerinaldehyd 
und Dioxyaceton ganz abweichend. 


1) Die auch sonst wenig berechtigte Annahme von M. Oppen- 
heimer (Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 66, 1914): ,im Grunde genommen 
sind vielleicht alle Reaktionen des Methylglyoxals nichts anderes als 
soleche des Glycerinaldehyds auch und umgekehrt“, findet durch das 
Experiment keine Stiitze. Schon die groben Farbenproben beider Stoffe 
sind verschieden. 





Einfache Umlagerungen in der Reihe der Glykole und 
ihrer stickstoffhaltigen Abkémmlinge. 


Il. Die Bildung von Propionaldehyd und Aceton aus Pro- 
pylenglykol, Propylendiamin, Trimethylenglykol und Tri- 
methylendiamin. 


Von 


Carl Neuberg und Bruno Rewald. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Vor kurzem haben wir iiber eine eigenartige Bildungs- 
weise von Acetaldehyd aus Athylenglykol und seinen stickstoff- 
haltigen Derivaten sowie seinen Carbonsauren berichtet'). Es 
handelt sich bei dieser Reaktion um eine Entatehung der Gruppe 
CH,.CHO aus der Gruppe CH,OH.CH,OH, d.h. um die Ver- 
wirklichung eines Vorganges, der bei einer groBen Reihe phy- 
siologischer Geschehnisse eine bedeutsame Rolle spielt. Wir 
durften die Analogie um so mehr hervorheben, als es gelang, die 
genannten Umwandlungen bei der Temperatur der lebenden 
Organismen zu verwirklichen, 

Bereits in unserer ersten Mitteilung konnten wir darauf 
hinweisen, daB auch in den héheren Reihen der mehrwertigen 
Alkohole ein ahnlicher Reaktionsverlauf festzustellen ist; heute 
machen wir nahere Angaben iiber die Verhialtnisse bei den 
Glykolen der Dreikohlenstoffreihe und deren Aminen, 
d.h. beim «-Propylenglykol, CH,.CHOH.CH,OH, beim Tri- 
methylenglykol, CH,OH.CH,.CH,OH, beim Propylen- 
diamin, CH,.CHNH,.CH,NH,, und beim Trimethylendia- 
min, CH,NH,.CH,.CH,.NH,. 


1) C. Neuberg und B. Rewald, diese Zeitschr. 67, 127, 1914. 
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Als umlagernde Agenzien benutzten wir — wie bei den 
Abkémmlingen des Athylenglykols — salpetrige Saure und 
Wasserstoffsuperoxyd, erstere bei den Aminen der Glykole, letz- 
teres bei den Alkoholen selbst. 

Wahrend in der Zweikohlenstoffreihe die Umlagerung nur 
zu einem einzigen Produkt, dem Acetaldehyd, fiihrt, ist in der 
Dreikohlenstoffreihe ein Verlauf in doppelter Richtung méglich, 
d. h. die Uberfiihrung in Propionaldehyd, CH,.CH,.CHO, 
und in das isomere Aceton, CH,.CO.CH,. 

Tatsachlich entstehen zumeist beide Produkte nebeneinan- 
der, und es ist mdglich gewesen, beide zu fassen und zu 
charakterisieren. Es vollziehen sich also z. B. folgende Reak- 
tionen: 


CH,.CH,.CHO | CH,.NH, 4.0, ,, CH,.CH,.CHO 


3 gi” oes 


| % 
CHOH CH, 


| = J " “Bg 
CH,OH **”*CH,.CO.CH, CH,.NH, * ~ CH,.CO.CH, 


Bisher war bei den Propandiolen nur durch gewaltsame 
Eingriffe’), wie Erhitzen auf hohe Temperaturen (250 bis 500°) 
oder Einwirkung heiBer konzentrierter Schwefelsdure, eine Um- 
wandlung in Aceton und Propionaldehyd zu erzielen. Wiederum 
ist es méglich gewesen, unsere Reaktionen bei Korpertempera- 
tur auszufiihren. Was die Erklarung der Vorgange anlangt, so 
verweisen wir auf unsere friiheren Ausfiihrungen iiber die Er- 
scheinungen in der Reihe des Athylenglykols. 


Experimenteller Teil. 


In methodischer Hinsicht machen wir zu allen Versuchen 
als gemeinsame Vorbemerkung folgende Angaben: Die wahren 
Ausbeuten an den Reaktionsprodukten sind hier schwieriger zu 
ermitteln, da eine unmittelbare Bestimmung von Propionalde- 
hyd und Aceton nicht ausfiihrbar war. Dies ist nur fiir das 
Aceton méglich, das durch Behandlung mit Silberoxyd vom 
begleitenden Propionaldehyd abgetrennt wird. Hierbei wird der 
Aldehyd zur Propionsiure oxydiert, wahrend das Aceton im 


1) §. bei Victor Meyer-Jacobson 1. II. 8. 85; Ch. C. 1904, I. 1401. 
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wesentlichen unverindert bleibt'). Die Bestimmung der Pro- 
pionsaure ist gleichfalls mit verschiedenen Schwierigkeiten ver- 
kniipft, da naturgemiB aus den Propandiolen neben dem ein- 
fachen Aceton und Propionaldehyd auch Oxyaldehyd und Oxy- 
ketone (Milchsiurealdehyd, Acetol, Methylglyoxal) entstehen. Die 
letztgenannten Kérper liefern bei der Behandlung mit Silber- 
oxyd z. T. fliichtige Essigsiure, die demnach der Propionsiure 
beigemischt ist. Nach dem Verfahren von E. Linnemann’) ge- 
lingt die Trennung, wenn auch nicht besonders glatt. Demnach 
stellen alle Angaben iiber die Ausbeuten Minimalwerte dar. 


I. Uberfiihrung von a-Propylenglykol in Aceton und 
Propionaldehyd. 

9g a-Propylenglykol, CH,.CHOH.CH,OH, wurden mit 
100 ccm Wasserstoffsuperoxyd von 3°/,, 1g Ferrosulfat sowie 
einigen Tropfen verdiinnter Schwefelsaure (zur Losung basischer 
Eisenverbindungen) versetzt und destilliert, bis in dem unter star- 
ker Fiskiihlung aufgefangenen Destillat die Aldehydreaktionen aus- 
blieben. Dann wurden durch einen Tropftrichter abermals 100 ccm 
Wasserstoffsuperoxyd hinzugegeben; im ganzen wurde diese Ope- 
ration 15mal wiederholt. Das erhaltene Destillat war sauer gegen 
Lackmus, aber nicht gegen Kongo. Es gab kraftig die Reaktion 
von Rimini, die bekanntlich mit dem Propionaldehyd positiv 
ausfallt, und reduzierte ammoniakalische Silberlésung sowie Feh- 
lingsche Mischung; die Jodoformreaktion war iiberaus stark. 

Das gesamte Destillat wurde noch einmal iiber Calcium- 
carbonat destilliert, wobei die ersten Tropfen deutlich ,,dlig“ iiber- 
gingen*). In zahlreichen Versuchen, auf diesem Wege zu einem 
Resultat zu kommen, fanden wir, daB beim Umkristallisieren 
des gelben p-Nitrophenylhydrazons stets ein roter Korper auf- 
trat. Wir haben ihn aus mehreren Ansitzen gesammelt und 
als p-Nitrophenylosazon des Methylglyoxals erkannt. 
Dasselbe ist anfangs nur in kleinen Mengen vorhanden, bildet 


1) Kleine Verluste an Aceton treten natiirlich ein. Vgl. E. Fried- 
mann, Beitr. z. chem. Physiol. u. Patholog. 11, 202, 1908, 

*) E. Linnemann, Annal. 160, 223, 1871, vgl. auch K. R. Haber- 
land, Zeitschr. f. anal. Chem. 38, 217, 1899. 

5) Bei Behandlung mit p-Nitrophenylhydrazin erhalt man aus diesem 
Destillat ein zunichst rein gelbes Hydrazon, das trotz seines schénen 
Aussehens jedoch nicht einheitlioh ist. 





Kinfache Umlagerungen in der Reihe der Glykole usw. Il. 161 


sich aber beim Umkrystallisieren der rohen Hydrazinverbindungen 
immer wieder; es hat demnach den Anschein, daB zunachst ein 
Hydrazon, etwa des Milchséurealdehyds oder Acetols, vorliegt, das 
beim Umkrystallisieren den anderen Verbindungen Hydrazinbase 
entzieht und dabei das erwahnte Methylglyoxalosazon liefert. 

Von der gesamten mit Calciumcarbonat gekochten Fliissigkeit 
wurden 500ccm abdestilliert; sie reagierten nur noch schwach 
sauer. Ungesittigte Verbindungen') waren nicht zugegen, wenig- 
stens wurde Bromwasser nicht entfarbt. Das Destillat wurde als- 
dann 3 Stunden lang mit Silberoxyd, das frisch aus 45 g Silber- 
nitrat bereitet war, an einem sehr gut wirkenden Energiekiihler 
zum Sieden erhitzt. Nunmehr wurden 50 ccm von der silber- 
haltigen Fliissigkeit abdestilliert. Dieses Destillat gab keine 
Reaktionen auf Aldehyd mehr, dagegen simtliche Proben des 
Acetons (Reaktion von Legal, Jodoformreaktion, Bromnitroso- 
propanreaktion) in intensivster Weise. 

Mit essigsaurem p-Nitrophenylhydrazin erstarrte die Fliis- 
sigkeit augenblicklich zu einem gelben Krystallbrei. Der Schmelz- 
punkt des Rohhydrazons lag bei 142°*) und stieg durch ein- 
maliges Umkrystallisieren aus 20°/,igem Alkohol auf 149°. Fiir 
die reine Acetonverbindung wird gleichfalls der Schmelzpunkt 
149° angegeben. Die Ausbeute an isoliertem Aceton-p-nitro- 
phenylhydrazon betrug 3,2 g. 

0.0653 g Substanz gaben 12,6 com N (19°, 751 mm). 

C,H,,N,0,: berechnet N = 21,75°/,; gef. N = 21,80°/,. 


Der Destillationsriickstand, der unveraindertes Silberoxyd, 
durch Reduktion entstandenes metallisches Silber sowie Silber- 
salze enthielt, wurde mit 20°/, iger Schwefelsiure deutlich kongo- 
sauer gemacht und in strémendem Dampf destilliert, solange 
noch eine saure Fliissigkeit iiberging. Im ganzen wurden rund 
6 1 Destillat aufgefangen. Dasselbe wurde nach Linnemann 
direkt mit reinem Bleioxyd versetzt und auf dem Wasserbade 
zur Trockne verdampft, wobei die Reaktion stark alkalisch 
wurde. Der Riickstand wurde gepulvert und mit 250 com Was- 
ser von 40° angerieben und 14 Stunden bei 40° belassen. Als- 


1) Vgl. Seite 165. 
*) Propionaldehyd-p-nitrophenylhydrazon schmilzt nach E. Erd- 
mann, F. Bedford u. F. Raspe (Ber. 42, 1342, 1909) bei 124 bis 124,5°. 
Biochemische Zeitschrift Band 71. ll 
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dann wurde filtriert und eingeengt, bis die ersten gréBeren Ausschei- 
dungen eines weiBen Bleisalzes auftraten. Dann wurde filtriert 
und das Filtrat zum Sieden erhitzt oder wieder bis zum Eintritte 
deutlicher Krystallisation eingedampft und so fort. Im ganzen 
wurden vier Krystallisationen abgeschieden. Die ersten zwei Por- 
tionen Bleisalz wurden in Wasser aufgeschwemmt und durch vor- 
sichtigen Zusatz von verdiinnter Schwefelséure von Blei befreit. 
Zur Vervollstandigung der Bleisulfatausfillung wurde das gleiche 
Volumen Alkohol hinzugegeben und das Gemisch 24 Stunden lang 
aufbewahrt. Nach dieser Zeit wurde filtriert, ausgewaschen und 
mit heiBem Barytwasser alkalisch gemacht. Nach dem Ein- 
dampfen, wobei der Alkohol entwich, wurde durch Einleiten 
von Kohlenséure der iiberschiissige Baryt gefallt und das Fil- 
trat von Bariumcarbonat zur Trockne verdampft. Das erhal- 
tene Barytsalz wurde in Wasser gelost, filtriert, mit einigen 
Tropfen Salpetersiure gerade neutralisiert und mit 60°/,igem 
Silbernitrat ausgefallt. Es entstand ein rein weiBer, dicker 
Krystallbrei, der abgesaugt und nacheinander mit Wasser, Al- 
kohol und Ather ausgewaschen wurde. Die Ausbeute betrug 
1,25 g. Nach der Analyse lag propionsaures Silber in groBer 
Reinheit vor. 

0,1381 g Silbersalz ergaben 0,0824 g Ag. 

CH, .CH, .COOAg: berechnet Ag= 59,66 °/,; gef. Ag—=59,60°/,. 


Il. Uberfiihrung des Propylendiamins in Aceton und 
Propionaldehyd. 

Zu den- mit 130 ccm ®/,,-Salzsiure (kleiner UberschuB) 
neutralisierten 5 g Base, CH,.CHNH,.CH,NH,, die sich in einem 
Destillationskolben befanden, wurde eine Lésung von 3,8 g Na- 
triumnitrit in 50 com Wasser tropfen gelassen. Es tritt eine 
heftige Reaktion ein, bei der unter Stickstoffentwickelung die 
Reaktionsprodukte entweichen und in einer eisgekiihlten Vorlage 
nach Kondensation im Kihler aufgefangen werden. Sobald 
100 ccm abdestilliert sind, wird die Aldehydreaktion schwach. 
Es werden dann noch 3g Nitrit in 30 com Wasser sehr allmah- 
lich hinzugesetzt, und gleichzeitig wird weiterdestilliert. Das 
Ubergegangene wurde direkt mit 20g Silberoxyd am RiickfluB- 
kiihler 2 Stunden lang gekocht. Alsdann wurden 50 ccm iiber- 
getrieben, die auBerst stark simtliche Reaktionen des Acetons 
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gaben, aber keinen Aldehyd mehr enthielten. Das Destillat 
wurde auf 150 ccm aufgefiillt; 50 ccm dienten zur Darstellung 
des p-Nitrophenylhydrazons. Dasselbe fiel sofort als rein 
gelbes Magma aus. Der Schmelzpunkt des Rohproduktes lag bei 
144°; er stieg durch einmaliges Umkrystallisieren aus 20°), igem 
Alkohol auf 148 bis 149°. An diesem Hydrazon wurden 1,5 g, 
im ganzen also 4,5 g erhalten. 

0,1034 g Substanz lieferten 19,8 com N bei 17° und 
750 mm. 

C,H,,N,0,. Berechnet N= 21,75°/,; gefunden 21,72°/,. 

Diese Daten lehren, da8 als Hauptprodukt der Reaktion 
Aceton auftrat. 

Die Verarbeitung der bei der Silberoxydbehandlung restie- 
renden Silbersalze geschah genau wie sub I iiber das Blei-, 
Barium- und Silbersalz. Es resultierte schlieBlich jedoch nur 
eine geringe Quantitat eines Salzes, das als Silberpropionat 
gelten kann. Die Analyse stimmte nicht ganz scharf, so daB 
es zweifelhaft bleiben muB, ob hier wirklich wesentliche Mengen 
von Propionaldehyd gebildet worden sind. 


Ill. Uberfiihrung des Trimethylenglykols in 
Propionaldehyd. 


6 g Trimethylenglykol wurden unter Zugabe von 0,25 g 
FeSO, und einigen Tropfen verdiinnter H,SO, in 100 ccm 
3°/,igem Hydroperoxyd gelést und unter guter Kiihlung destilliert, 
wie 8. 160 beschrieben ist. Der Zusatz von je 100 ccm Wasser- 
stoffsuperoxyd wurde 5 mal wiederholt. Das Destillat roch 
stark nach Acrolein, gab kraftige Reaktion nach Rimini und 
Legal und reduzierte Fehlingsche Mischung, wenn auch schwach. 

Das gesamte Destillat wurde am Energie-RiickfluBkiihler 
17/, Stunden mit dem aus 25 g festem AgNO, erhaltenen Silber- 
oxyd gekocht. 

Von den Silbersalzen wurden 50 ccm Fliissigkeit abdestilliert. 
Sie gab eine schwache Legalsche Probe. p-Nitrophenylhydrazin- 
acetat schlug eine geringe Menge gelbroter Krystalle nieder. 
Nach zweimaligem Umkrystallisieren blieb nur noch Material zur 
Bestimmung des Schmelzpunktes, der gegen 147° lag. 

Das im Destillationskolben hinterbliebene Gemisch der 
Silberverbindungen wurde mit H,SO, kongosauer gemacht und 

1" 
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mit Wasserdampf behandelt, bis nichts Saures mehr iiberging. 
Das Destillat (5 1) wurde mit iiberschiissigem Bleioxyd einge- 
dampft und nach den Angaben auf S. 162 verarbeitet. Durch 
Uberfiihrung des unldslichen Bleisalzes in die Barytverbin- 
dung und deren Umsetzung mit 60°/,igem Silbernitrat wur- 
den 1,2 g Silbersalz erhalten, das nach der Analyse das Pro- 
pionat war. 

0,3024 g Silbersalz ergaben 0,1814 g Ag. 

CH,.CH,.COOAg: Berechnet Ag = 59,66°/,; gefunden Ag 
= 59,96, 

Acrylat war als Beimengung nicht vorhanden; nach den 
Angaben von Linnemann 1aBt sich Acrylsiure durch die an- 
gewandte Bleimethode von der Propionséure trennen. 


IV. Uberfiihrung von Trimethylendiamin in Aceton 
und Propionaldehyd. 


6 g Trimethylendiamin, CH,NH,.CH,.CH,NH,, wurden 
mit 120ccm n-HCi neutralisiert. Die Lésung des Chlorhydrats 
wurde alsdann durch einen Tropftrichter in die siedende 
Lésung von 12 g Natriumnitrit in 120 ccm Wasser eingetropft. 
Unter Entwickelung von Stickstoff entwichen die Reaktions- 
produkte, die durch einen absteigenden Kihler in eine geeiste 
Vorlage iibergeleitet wurden. Die Destillation wurde unter 
Ersatz des verdampften Wassers (100 ccm) fortgesetzt, solange 
im Ubergegangenen die Aldehydreaktionen noch positiv aus- 
fielen. Merkwiirdigerweise reagierte das Destillat alkalisch 
(siehe unten). Es wurde deshalb mit Schwefelsdure neutralisiert 
und abermals destilliert. Die sub I beschriebenen Erfah- 
rungen beziiglich des p-Nitrophenylhydrazons wurden auch 
hier gemacht, so daB die Trennung der Reaktionsprodukte 
wiederum nach dem Silberoxydverfahren ausgefiihrt wurden. 
Nach 2 stiindiger Behandlung mit dem aus 30 g AgNO, erhaltenen 
Ag,O wurden 30ccm unter guter Kihlung abgetrieben. 

Dieses Destillat roch direkt nach Aceton, zugleich aber 
ausgesprochen nach Allylalkohol. Der Gehalt an diesem ver- 
riet sich durch die Fahigkeit der Flissigkeit, Bromwasser augen- 
blicklich zu entfarben. Gleichzeitig lehrt die vorerwahnte Ab- 
gabe eines fliichtigen Alkali, das sich als Ammoniak erwies, daB 
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die Reaktion zum Teil im Sinne folgender Gleichung verlauft’). 

CH,NH, 

| -+ HNO, = NH, + 2N-+H,0-+CH, 

CH, | 
CH 
CH,NH, | 
CH,OH 
Eine Beimengung von Allylalkohol stérte jedoch den Nachweis 
und die Isolierung des Acetons nicht. Die Reaktion mit Nitro- 
prussidnatrium sowie die beweisende Hydroxylamin-Bromwasser- 
probe fielen kraftig positiv aus, und auf Zusatz einer konzen- 
trierten Losung von essigsaurem p-Nitrophenylhydrazin entstand 
sofort ein dicker gelber Brei von Krystallen. Nach dem Ab- 
saugen und Auswaschen mit etwas kaltem Wasser besafen 
dieselben sofort den richtigen Schmelzpunkt des Aceton-p-nitro- 
phenylhydrazons, 145°. Die Menge der isolierten Verbindung 
betrug 1,6 g. 

0,0793 g Substanz gaben 15,4 ccm bei 19° und 746 mm. 

C,H,,N,0,. Berechnet N = 21,75; gefunden N = 21,82°/). 

Der Destillationsriickstand, in dem sich unter anderem 
die durch Aldehydoxydation entstandene Propionsiure finden 
muBte, wurde mit Phosphorsiure angeséiuert und im Dampf- 
strom destilliert. Es gingen 4'/, 1 sauer reagierende Fliissig- 
keit iiber. Dieselben wurden alsdann nach dem Verfahren von 
Linnemann in der zuvor beschriebenen Ausfiihrungsform mit 
Bleioxyd behandelt. Das schlieBlich erhaltene Silbersalz (0,4 g) 
erwies sich auch hier als Silberpropionat. 

0,0908 g Silbersalz ergaben 0,0540 g Silber. 

CH,.CH,.COOAg: Berechnet Ag = 59,66°/,; gefunden Ag 
= 59,749). 


V. und VI. Umwandlung von Propylenglykol und Pro- 
pylendiamin bei 40° 


V. 8g a-Propylenglykol wurden in 300 ccm Wasserstoff- 
superoxyd von 3°/, unter Zugabe von 1 g Eisensulfat gelést 


1) Die Entstehung ungesattigter Alkohole aus Pentamethylendiamin 
haben vor Jahren Demjanow und Dojarenko beobachtet (Ber. 40, 
2589, 1907). Auch Allylamin wire als Zwischenprodukt denkbar, da es 
nach L. Henry (Chem. Centralb]. 1908, I, 615) mit Nitrit in normaler 
Reaktion Allylalkohol liefert. Derselbe entsteht auch nach N. Kishner 
Chem. Centralb]. 1905, I, 1704) durch Diazotierung von Aminocyclopropan. 
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und im RiickfluBkiihler 3 Tage lang bei 40° gehalten. Von 
dem Reaktionsgemisch wurden im Vakuum bei 25° Badtempe- 
ratur etwa 50 ccm iibergetrieben. Dieselben gaben deutlich 
die Legalsche Probe und die Bromnitrosopropanreaktion auf 
Aceton. 

VI. 2g Propylendiamin wurden mit 60 ccm n-Salzsiure 
neutralisiert und mit 2 g Nitrit in 20 com Wasser versetzt. 
Das GefaB mit dieser Mischung wurde sodann auf 40° erwarmt 
und durch dasselbe bei dieser Temperatur ein Luftstrom ge- 
saugt, der eine gekiihlte und mit 5 ccm Wasser beschickte Vor- 
lage durchstrich. Im ganzen wurde 2 mal je 12 Stunden Luft 
hindurchgesaugt. Die Filiissigkeit in der Vorlage gab sodann 
schwach die Acetonreaktionen. Sie wurde sodann im Vakuum 
bei 25° unter starkster Kiihlung abdestilliert; es ging eine 
Fliissigkeit iiber, die viel deutlicher einen Gehalt an Aceton 
erkennen lieB. 











Zur Methodik der Bestimmung von Milchsiure neben 
Brenztraubensaure. 


Von 
Ludwig Czapski. 
(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


(Hingegangen am 21. Juli 1914.) 


Bei experimentellen Untersuchungen iiber das Verhalten 
intermediarer Zuckerabbauprodukte im Stoffwechsel und im 
Durchblutungsversuche ist man Ofter vor die Aufgabe gestellt, 
Milchséure und Brenztraubenséure zu trennen. 

Fiir diesen Zweck haben G. Embden und M. Oppen- 
heimer’) folgendes Verfahren angegeben: 

»Der mit krystallwasserfreiem Natriumsulfat getrocknete 
und filtrierte Atherextrakt wurde nach dem Abdestillieren 
des Athers und unter dem iiblichen Zusatz von ca. 40 ccm 
Wasser, mit 40 ccm 20°/,iger Natriumbisulfitlésung versetzt 
und nach etwa einstiindigem Stehen unter entsprechender 
Verdiinnung und nach Zusatz von 90 g Ammonsulfat weitere 
40 Stunden mit Ather extrahiert.“ 

Der atherische Auszug dient dann nach dem Verdampfen 
des Athers usw. zur Bestimmung der Milchsaure. 

Dies Verfahren hat zur Voraussetzung, da8 aus einer mit 
Bisulfit versetzten Lésung von Brenztraubensiure diese auch 
bei erschépfender Extraktion nicht in den Ather iibergeht. Diese 
Annahme trifft nun nicht ohne weiteres zu. 

LaBt man eine Lésung von 3 g Brenztraubensaure in 20 ccm 
H,O unter Zusatz von 20 ccm 20°/,iger Bisulfitlésung*) eine 
Stunde stehen und extrahiert darauf nach Zugabe von 40 ccm 
H,O und 45 g Ammonsulfat (d.h. etwa unter den von E. und 


) Diese Zeitschr. 55, 340, 1913. 
*) d. i. etwas mehr als die theoretisch erforderliche Menge. 
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O. innegehaltenen Bedingungen) im Perkolator nur 4*/, Stunden, 
so erhalt man schon aus dem mit Wasser versetzten und vom 
Ather befreiten Auszuge deutliche positive Reaktionen auf Brenz- 
traubensdure mit Nitroprussidnatrium sowie mit essigsaurem 
p-Nitrophenylhydrazin und gew6éhnlichem Phenylhydrazin. In 
einem gleichen Versuch erhielt ich nach 38stiindiger Extrak- 
tion aus dem Atherauszug so viel Hydrazon, daB bequem der 
Schmelzpunkt bestimmt werden konnte. 

Erhohte man aber die Menge des Bisulfits auf das Doppelte, 
so trat bei 40stiindiger Extraktion keine Brenztraubenséure 
in den Ather iiber. 

Als praktische Regel empfiehlt sich daher, die Menge des 
Bisulfits so hoch zu bemessen, daB es mindestens ausreicht, das 
Doppelte der zu erwartenden Quantitaét Brenztraubenséure zu 
binden. 

Bei dieser Gelegenheit méchte ich darauf aufmerksam 
machen, daB das Zinksalz der Brenztraubensaure sehr 
leicht krystallisiert und sich unter ahnlichen Bedingungen wie 
Zinklactat abscheidet. Das Zinkpyruvinat hat die Zusammen- 
setzung (C,H,O,), Zn+-3H,O und weicht demnach nur uner- 
heblich, durch ein Minus im H-Gehalt, von der Zusammen- 
setzung des racemischen Zinklactats (C,H,O,), Zn--3H,O 
(und des durch Alkohol aus wasseriger Lésung ausgefillten 
aktiven Zinklactats) ab. Daher ist in den Fallen, wo eine 
Kontrolle durch optische Untersuchung der Milchsaure fortfallt, 
eine Verwechslung beider Zinksalze médglich. Man kann ein 
Vorliegen von Pyruvinat auch im Zinksalz mit der Nitroprussid- 
natrium-Reaktion erkennen, allerdings schlecht direkt; man 
zerlegt zweckmaBig mit Natriumcarbonatlésung und benutzt 
das klare Filtrat vom kohlensauren Zink in gewohnter Weise. 











Ober die Oxydation von Aminen. 


Von 
K. Suto. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie zu Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 26. Juli 1914.) 


Durch die Forschungen der letzten Jahre haben die so- 
genannten proteinogenen Amine eine besondere Bedeutung 
erlangt. Unter proteinogenen Aminen versteht man _ solche 
Basen, die aus den Eiwei8kérpern bzw. ihren Bausteinen, den 
Aminosiuren, durch Loslésung von Kohlenséure hervorgehen. 
Unsere Kenntnis von der Bildung basischer Substanzen aus 
Aminosiuren ist durch Arbeiten von Nencki, Ellinger, 
Neuberg und neuerdings von Ehrlich, Barger und Dale 
sowie von Sasaki erweitert worden. Die Bedeutung dieser 
Verbindungen ist darin gelegen, daB sie im Gegensatz zu ihren 
Muttersubstanzen, den Aminosauren, physiologisch nicht indiffe- 
rent, sondern im Gegenteil von ausgesprochener Wirksamkeit 
sind. Die Bildung der Amine aus den Aminosiauren vollzieht 
sich wohl in erster Linie durch bakterielle Prozesse, aber auch 
Stoffwechselvorginge kénnten an ihrer Entstehung mitwirken. 

Es erhebt sich nun die Frage, wie kann der Organismus 
diese Substanzen bewiltigen, wenn sie in den Kreislauf ge- 
langen? Das Schicksal und die Umwandlungen von Aminen 
im tierischen Organismus sind wenig bekannt, und auch in 
rein chemischer Hinsicht liegen nur spirliche Angaben iiber 
die oxydativen Umwandlungen dieser Basen vor. 

Durch Abtrennung der Aminogruppe gehen nun aus den 
Aminen Substanzen hervor, deren Verhalten im Organismus 
weit besser bekannt ist. Ich habe daher auf Veranlassung von 
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Prof. C. Neuberg versucht, eine einfache Méglichkeit der des- 
aminierenden Oxydation von Aminen ausfindig zu machen. 

Als ein Oxydationsmittel, das Ahnlichkeit mit den physio- 
logischen Agenzien besitzt*), gilt das Gemisch von Hydroper- 
oxyd und Eisensalz; seine Wirkung auf die Amine ist bisher 
nicht studiert worden. Es zeigte sich, daB die Amine, am 
besten in Form ihrer Sulfate, von 3°/, Wasserstofisuperoxyd bei 
Anwesenheit von Ferrosulfat angegriffen und dabei unter Los- 
lésung von Ammoniak in die entsprechenden Aldehyde 
mit der gleichen Kohlenstoffanzahl umgewandelt 
werden. Vier verschiedene Amine habe ich nach dieser 
Richtung untersucht, und zwar das Athylamin, das Iso- 
amylamin, das Benzylamin und den Aminoathylalkohol. 
Es entstehen bei ihrer Oxydation Acetaldehyd, Isovaler- 
aldehyd, Benzaldehyd und Glykolaldehyd bzw. Glyoxal. 

Die Oxydation des Aminoathylalkohols wird zweckmaBig 
bei mittlerer Temperatur vorgenommen, bei den anderen Verbin- 
dungen ist die Anwendung einer erhohten Temperatur notwen- 
dig, weil die Reaktion in der Kalte nur auBerst triage verliuft. 

Die gebildeten Aldehyde, die man, soweit sie fliichtig sind, 
abdestillieren kann, sind leicht durch die iiblichen Reagenzien 
nachzuweisen; sie wurden durch Fallumg mit Phenylhydrazin 
oder mit einem Substitutionsprodukt desselben zur Abscheidung 
gebracht. Die Einzelheiten, die aus dem experimentellen Teile 
hervorgehen, lehren, daB die Amine in der erwahnten Weise 
angreifbar und zu Substanzen oxydierbar sind, deren Bewilti- 
gung fiir den Organismus keine ungewohnte Leistung darstellen 
diirfte. Denn ich méchte hervorheben, daB die oxydativen 
Umwandlungen der Amine in Aldehyde weitgehend dem be- 
kannten Abbau der Aminosiuren*) durch Wasserstoffsuperoxyd 
und Eisensalz entsprechen. Allem Anschein nach werden je- 
doch die Aminosiuren leichter angegriffen als die durch De- 
carboxylation daraus sich ableitenden Amine. 


) Vgl. C. Neuberg und F. Blumenthal, Beitrige z. chem. Phy- 
siol. u. Pathol. 2, 243, 1902. 

*) C. Neuberg u. F. Blumenthal, Deutsche med. Wochenschr. 
1901, 1; Beitrage z. chem. Phys. u. Pathol. 2, 238, 1902; C. Neuberg, 
diese Zeitschr. 20, 531, 1909. H. D. Dakin, Journ. of Biol. Chem. 1, 
171, 1906; 4, 63, 1908. 








Oxydation von Aminen. 


Experimentelles. 
1, 

9,5 g Athylaminsulfat wurden mit 110 ccm 3°/, igen 
Wasserstoffsuperoxyd und etwa 0,1 g Ferrosulfat versetzt. Beim 
Aufbewahren in der Kalte zeigte die Mischung noch nach 
5 Tagen einen Gehalt an unverbrauchtem Wasserstoffsuperoxyd. 
Zur Beschleunigung der Reaktion wurde das Gemisch nunmehr 
aus einem Destillierkolben unter Zwischenschaltung eines Energie- 
kiihlers in eine von Eis umgebene Vorlage destilliert. Nach- 
dem 50 ccm iibergetrieben waren, wurden abermals 50 ccm 
Wasserstoffsuperoxyd und einige Tropfen konzentrierte Ferro- 
sulfatlésung durch einen Tropftrichter in das DestillationsgefaB 
gebracht und wiederum destilliert. Das Destillat zeigte eine 
deutliche Reaktion auf Acetaldehyd mit Nitroprussidnatrium und 
Piperidin. Die Destillation mit Wasserstoffsuperoxyd und Eisen- 
salz') wurde so oft wiederholt, bis das Destillat keine Reaktion 
auf Aldehyd mehr gab. Die Gesamtmenge des Ubergegangenen 
belief sich auf 500 ccm, die durch erneute Destillation unter 
Eiskiihlung auf 170 ccm gebracht wurden. Auf Zusatz einer 
klar filtrierten Lésung von essigsaurem p-Nitrophenylhydrazin 
schied sich ein eigelber Niederschlag ab, der nach kurzem 
Stehen im Eisschrank abgenutscht und im Exsiccator getrock- 
net wurde. Die Ausbeute an diesem Produkt betrug 0,98 g. 
Es schmolz zunichst bei 114°, nach dem Umkrystallisieren 
jedoch bei 127 bis 128°. Die Analyse zeigte, daB reines Acet- 
aldehyd p-nitrophenylhydrazon vorlag. 

0,2290 g lieferten 49,9 com N (bei 746 mm und 30°). 

C,H,N,O,. Ber.: N= 23,47°/,; gef.: N= 23,21°,. 


5,6 g wasserfreies Amylamin wurden in 60 ccm n-Schwefel- 
sdure gelést und mit 110 ccm Wasserstoffsuperoxyd sowie 0,1 g 
Ferrosulfat versetzt. 

Da beim Stehen in der Kialte die Oxydation nur langsam 
fortschritt, wurde sie, genau wie beim Athylaminsulfat, in der 
Wirme vorgenommen. Die Destillation mit jedesmaliger Nach- 


1) Sobald Triibung durch basisches Eisensalz eintrat, wurden einige 
Tropfen verd. H,SO, mit hinzugegeben. 
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fiillung von 110 ccm 3°/,igem Hydroperoxyd wurde fortgesetzt, 
bis das Destillat mit fuchsinschwefliger Siure keine rosa Far- 
bung mehr ergab. Es wurden im ganzen 1100 ccm Wasserstoff- 
superoxyd verbraucht. 

Das Destillat, das deutlich nach Valeraldehyd roch, wurde 
durch Destillation erst auf 600 ccm und dann durch noch- 
malige Destillation auf 335 ccm gebracht. 

Der Gehalt an Aldehyd wurde an einem gemessenen Teil 
mit der Bisulfitmethode nach Ripper-v.Firth bestimmt; er 
ergab sich zu 0,94 g. 

250ccem des Destillats wurden zur Darstellung des p-Nitro- 
phenylhydrazons beniitzt, das in gelbroten Nadeln ausfiel. 
Durch zweimalige Umkrystallisation aus verdiinntem Alkohol 
erhielt ich daraus die reine Verbindung in einer Ausbeute von 
0,59 g. Die Analyse der bei 110° bis 111° schmelzenden Ver- 
bindung ergab folgendes: 

0,1406 g Substanz lieferten 23,9cem N (758 mm, 22°). 

C,,H,,N,0,. Ber.: N==19,00°/,; gef.: N= 19,219). 


3. 

3 ccm reiner Aminoaéthylalkohol wurden in 50 ccm 
n-Schwefelsiure gelést und mit 60 ccm 3°/,igem Wasserstoff- 
superoxyd versetzt. Dazu wurde ein Krystall von festem Ferro- 
sulfat gegeben. Nach 3 tagigem Stehen in der Kilte enthielt 
die Fliissigkeit noch ein wenig Wasserstoffsuperoxyd. Sie wurde 
deshalb kurze Zeit auf etwa 30° und schlieBlich auf 50° er- 
hitzt. Nunmehr war das Wasserstoffsuperoxyd verbraucht, und 
die Lésung reduzierte stark die Fehlingsche Mischung. 

Nach Zusatz von essigsaurem Phenylhydrazin wurde das 
Reaktionsprodukt 2 Stunden im siedenden Wasserbade erhitzt, 
wobei eine betrichtliche Ausscheidung gelblicher Krystalle ein- 
trat. Dieselben wurden abgesaugt und 2 mal in kaltem Wasser 
ausgewaschen. Das Filtrat ergab bei erneutem Erwairmen noch- 
mals eine Ausscheidung von Osazon, das ebenso behandelt 
wurde. Die vereinigten Niederschlige wurden aus verdiinntem 
Alkohol unter Zusatz von wenig Knochenkohle und dann aus ver- 
diinntem Alkohol allein umkrystallisiert. Das Osazon war zu- 
nachst gelbrot gefarbt und schmolz bei 159°. Durch Kry- 
stallisation aus Ather stieg der Schmelzpunkt bis auf 167° 
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und erreichte bei nochmaliger Umlésung aus Ather 174° (bei 
schnellem Erhitzen). Die Substanz war jetzt blaBgelb und be- 
saB alle Eigenschaften des bekannten Glyoxalphenylosazons. 
Es wurden 0,32 g von dem Osazon erhalten. 

0,1354 g Substanz lieferten 28,4 ccm Stickstoff (755 mm 
und 28°). 

C,,H,,N,. Ber.: N= 23,53°/,; gef.: N= 23,69°,. 


4. 

10,7 g Benzylamin wurden mit 100 ccm n-H,SO, in 
Lésung gebracht und mit 1 g Ferrosulfat, sowie mit 120 ccm 
3°), igem Wasserstoffsuperoxyd versetzt. Die Destillation wurde 
in der zuvor beschriebenen Weise ausgefiihrt. Es ging eine 
durch Oltropfen getriibte Fliissigkeit iiber. Im ganzen wurden 
600 cem Hydroperoxydlésung angewendet, die in Portionen zu 
120 ccm mit jeweils einem Tropfen verd. Schwefelsiure und 
einer Spur FeSO, zugegeben wurden. 

Die vereinigten Destillate, die deutlich nach Benzaldehyd 
rochen, wurden 3mal mit Ather ausgeschiittelt. Die iiber 
wasserfreiem Natriumsulfat getrockneten Atherextrakte wurden 
auf dem Wasserbade am Birektifikator abdestilliert und das 
hinterbliebene Ol mit einer Lésung von essigsaurem Phenyl- 
hydrazin versetzt. 

Das alsbald ausgeschiedene Hydrazon gab erst nach 3 maligem 
Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol richtige Werte. 

Die reine Substanz schmolz bei 155°. 

0,1060 g Substanz lieferten 13,7 ccm N (25°, 743 mm). 

C,,H,,N,. Ber.: N= 14,28°/,; gef.: N= 14,099/,. 

Es sei bemerkt, daB neben Benzaldehyd geringe Quanti- 
titen einer Verbindung iiberdestillierten, die sich mit Ferri- 
chlorid violett farbte, also jedenfalls ein Oxybenzolabkémm- 
ling war, 











Phytochemische Reduktionen. XII. 
Die Umwandlung von Citronellal in Citronellol. 


Von 


Paul Mayer und Carl Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Kleine Mengen von Aldehyden und zugehérigen Alkoholen 
kommen verschiedentlich im Tier- und Pflanzenreiche vor. In 
wirklich betrachtlichem Umfange finden sich beide Ké6rper- 
klassen nebeneinander in Vegetabilien, und zwar in den Familien 
jener Pflanzen, welche die atherischen Ole hervorbringen. Man 
hat wohl langst einen wechselseitigen Ubergang dieser Alko- 
hole und Aldehyde der Terpenreihe ineinander angenommen; 
ein experimenteller Beweis fiir ein solches Verhalten ist unseres 
Wissens jedoch noch nicht erbracht worden. 

Die mannigfachen Erfahrungen, die wir iiber die phyto- 
chemische Reduktion von Aldehyden der aliphatischen, aroma- 
tischen und fettaromatischen Reihe haben machen kénnen?), 
ermutigten uns, die Verwirklichung dieser Reduktion auch in 
der wichtigen Gruppe der sogenannten olefinischen Terpen- 
aldehyde zu versuchen. Wir verwendeten zum Studium der 
Reaktion in dieser Reihe das d-Citronellal und lieBen auf 
dasselbe girende Hefe in der alten Versuchsanordnung ein- 
wirken, nachdem sich dieselbe in Vorversuchen hier wieder als 
brauchbar erwiesen hatte. Trotz der geringen Léslichkeit des 
Citronellaldehyds in Wasser ist uns bei etwas langerer aus- 
gedehnter Einwirkung der biologischen Reagenzien die Re- 


1) C. Neuberg und Mitarbeiter 1912 bis 1915. — P. Mayer, diese 
Zeitschr. 62, 459, 1912. 
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duktion zum zugehérigen olefinischen Terpenalkohol, 
dem d-Citronellol, in recht guter Ausbeute gegliickt: 


CH, : C(CH,).CH, .CH, .CH, .CH(CH,).CH,.CHO — 
CH, : O(CH,).CH, .CH, .CH,.CH(CH,).CH,.CH,OH. 


Mehr als 50°/, vom angewandten Citronellal erhielten wir 
als Citronellol. Das Ausgangsmaterial verschwindet wiahrend 
der Einwirkung der Hefe sehr vollstandig. Der nicht reduzierte 
Anteil wird allem Anscheine nach in komplizierter Weise um- 
gewandelt. Der Grad der Reduktion ist gréBer als dem Schema 
der Cannizzaroschen Reaktion entspricht. Der Reaktionsmecha- 
nismus ist somit — so wenig wie bei den iibrigen Reduktionen, 
durch Hefen — aufgeklart worden. Jeder Reduktion entspricht 
eine Oxydation. Die Aufdeckung der entsprechenden Oxyda- 
tion ist ein Hauptproblem der Garungschemie. 

Die Ermittelungen der chemischen und physikalischen 
Konstanten lassen keinen Zweifel dariiber, daB auf diesem 
phytochemischen Wege aus d-Citronellal ein besonders reines 
d-Citronellol hervorgeht. 

Die Uberfiihrung vonCitronellal inCitronellol durch 
einen pflanzlichen Organismus besitzt nicht nur ein Interesse 
fiir die Pflanzenphysiologie, sondern auch fiir die Chemie der 
Geriiche. Schon im Laufe der Hefeneinwirkung erkennt man 
die Umwandlung des anfinglich vorhandenen Geruchs nach 
Citronen in den feinen Duft der Rose. Fast durchgehends 
zeigen Aldehyde und zugehdérige Alkohole einen ungleichen Ge- 
ruch. Nachdem durch unsere Untersuchungen iiber die zucker- 
freien Gaérungen der a-Ketosiuren die Bildung von Aldehyden 
beim Garungsakt erwiesen ist, darf man wohl annehmen, daB 
solche phytochemischen Reduktionen an der Entwicklung des 
Bouquets beteiligt sind. 


Experimenteller Teil. 


Vier 5-Literflaschen wurden mit 250 g Rohrzucker, 2500 ccm 
Wasser von 40° und 250g Unterhefe K beschickt, Nach dem 
Ejintritt einer lebhaften Garung wurden zu jeder Flasche 12,0 ccm 
(gleich 10,3 g) reinstes frisch in vacuo destilliertes d-Citronellal, 
gelést in je 13 com absoluten Alkohols, gefiigt. Nach kraftigem 
Umschiitteln hért die Garung nach kurzer Zeit auf, setzt aber 
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nach 10 Minuten wieder ein. Da das Citronellal oben schwimmt, 
muB8 vielfach geschiittelt werden. Alle vier Flaschen blieben 
zunachst 12 Stunden bei 30° und dann iiber Nacht bei Zimmer- 
temperatur stehen. Trotz Einstellens in den Brutschrank von 
37° blieb die Garung auBerst schwach. Sie wurde deshalb 
durch erneuten Zusatz von 150 g Rohrzucker und 150 g Hefe K 
wieder entfacht. Es trat eine ganz langsame, sich iiber 14 Tage 
erstreckende Giarung ein. Der Inhalt der mit Wattebausch 
verschlossenen vier Flaschen wurde taglich mindestens 3 mal 
kraftig umgeschiittelt, und dabei erfiillte sich alsbald der Brut- 
schrank mit dem typischen Rosenduft. 

Nach 15 Tagen wurde der gesamte Inhalt der vier Flaschen, 
der vollig steril geblieben war, mit strémendem Dampfe be- 
handelt, solange noch Trépfchen iibergingen. 24,3 1 muBten 
dazu iibergetrieben werden. Dieselben wurden alsdann mit 
41 Ather sorgfaltig ausgeschiittelt. 

Die vereinigten Atherausziige wurden nunmehr auf dem 
Wasserbade bis auf 700 ccm abdestilliert. Die hinterbliebene 
Atherlésung wurde mit 100 ccm Wasser und 100 ccm 25°/,iger, 
von iiberschiissiger SO, freier Natriumbisulfitlésung durchge- 
schiittelt. Nach alsbaldiger Abtrennung der wasserigen Schicht 
im Scheidetrichter wurde die Atherlésung nochmals mit 100 ccm 
Wasser und 50 ccm Bisulfitlésung kraftig geschiittelt. Dann 
wurde die von der Sulfitlauge’) getrennte atherische Schicht 
3mal mit 250 com Wasser durchgeschiittelt und nunmehr iiber 
frisch entwassertem Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration 
von Glaubersalz und Nachwaschen mit absolutem Ather wurde 
die Atherlésung auf 200 ccm konzentriert und zur vollstindigen 
Trocknung nochmals iiber gegliihtem Natriumsulfat 24 Stunden 
lang aufbewahrt. Die Atherlésung hinterlieS dann beim Ab- 
dampfen einen gelblichen Riickstand. 3 Tropfen desselben 
lieferten beim Schiitteln mit 2 ccm fuchsinschwefliger Séure in 
12 Stunden keine Spur einer Rétung, wahrend 1 Tropfen Citro- 
nellal in 2 ccm fuchsinschwefliger Siure sofort eine intensive 


") Durch sofortige Zerlegung (vgl. F. Tiemann, Ber. 31, 3306, 
1898; 32, 813, 1899) wurde eine Spur unverandertes Citronellal zuriick- 
gewonnen; eine Bildung von citraldihydrosulfonsaurem Natrium war 
nicht nachweisbar. 
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rotblaue Farbung hervorrief. Daraus ergibt sich, da kein 
Ausgangsmaterial mehr vorhanden war. 

Der betriachtliche Riickstand wurde alsdann im Vakuum bei 
10 bis 11 mm Druck unter Verwendung einer Drehvorlage destil- 
liert. Bis 105° ging 1 ccm einer pfefferminzartig riechenden und 
unscharf siedenden Fliissigkeit iiber. Von 105 bis 113° destil- 
lierten 24,8 g eines nahezu farblosen Oles, das der Hauptmenge 
nach zwischen 107 und 110° sott. Im Kolben verblieben, iiber 
113° siedend, 8,5 g. Dieser tiefbraune Riickstand reagierte in 
wasseriger Aufschwemmung oder in alkoholischer Lésung ganz 
schwach sauer. Citronellsiure war daraus nicht herauszufrak- 
tionieren. Somit ergibt sich kein Anhalt dafiir, daB die Um- 
wandlung des Citronellals in Citronellol nach dem Schema der 
Cannizzaroschen Reaktion erfolgt ist. Die Ausbeuten an Reduktions- 
produkt sprechen dagegen; die angewandten 4>< 10,3 = 41,2 g 
Citronellal mii8ten sonst 20,865 g Citronellol und 22,740 g Citro- 
nelisdure liefern. 

Durch erneute Destillation der bei 105 bis 110° iiberge- 
gangenen 24,8 g Fliissigkeit wurden 22,3 g reines Citronellol vom 
Siedepunkt 107 bis 110° (bei 11 mm Druck) erhalten. Fiir 
natiirliches Citronellol wird bei 10 mm Druck der Siedepunkt 
108 bis 109° angegeben (Beilstein). 

Die Analyse bestatigte das Vorliegen von Citronellol; 
keine Spur des Ausgangsmaterials war in demselben mehr zu 
entdecken. 


0,1008 g Substanz: 0,2849 g CO, und 0,1178 g H,O. 
C,oH,)9 ber. C= 76,99; H = 12,82°/,; 
(156)  gef. C= 77,08; H=12,98,. 


Zur weiteren Bestatigung wurden das optische Drehungs- 
vermégen sowohl des angewandten Citronellals (a) wie des 
daraus bei der phytochemischen Reduktion gewonnenen Citro- 
nellols (b) bestimmt. 


a) Ausgangsmaterial: [«]p,, = + 12,28° 
(a= -+ 10,50°, l= 1, e100, d=0,8548). 


b) Reduktionsprodukt: [¢]p,, = + 4,32° 
(a+ 3,69°, l=1, e100, d=0,8570). 
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In der Literatur’) ist als Drehungsvermégen des d-Citro- 
nellals der Wert -+-12 bis + 13° angegeben, fiir das d-Citro- 
nellol ++ 4,0°. 

Der charakteristische Drehungsabfall beim Ubergang von 

d-Citronellal in d-Citronellol tritt bei unserem Produkt klar zu- 
tage. Nach friiheren Versuchen mit Allylalkohol und Zimt- 
siure ist es uns bisher nicht gelungen, die Doppelbindung 
—CH=CH— phytochemisch zu reduzieren. Auch im vor- 
liegenden Fall haben wir keinerlei Anhalt fiir eine Beimengung 
von Dihydrocitronellol gefunden. Letzteres besitzt auch nach 
L. Bouveault und G. Blanc?) einen ganz andern und zwar 
unangenehmen Geruch, zeigt aber nach den Angaben der Lite- 
ratur®)*) einen Siedepunkt (Kp,, = 118° nach Bouveault und 
Blanc, Kp,, == 109° bis 111° nach Haller und Martine), der 
dem des Citronellols sehr ahnlich ist. Wir haben deshalb den 
ungesattigten Charakter unseres Alkohols durch das Additions- 
vermégen fiir Brom besonders nachgewiesen. Unser Citronellol 
nahm in Eisessiglésung augenblicklich Brom auf. 
0,3515 g unseres Citronellols, gelést in 5 com Eisessig verbrauchten 
22,6 ccm einer Eisessig-Bromlésung, von der 1,0ccm 0,0159 g 
Brom enthielt. 22,6 ccm der Bromlosung entsprechen nun 
0,3503 g Citronellol, also fast genau der Einwage. 

Um noch eine krystallisierte Verbindung des Citro- 
nellols zu gewinnen, haben wir nach der Vorschrift von 
H. Erdmann und P. Huth‘) das Silbersalz der Citronellyl- 
phthalestersaiure, C,,H,,.0CO.C,H,.COOAg, dargestellt. 

Zu diesem Zwecke wurden 2 g des Citronellols mit 2 g 
Phthalsiureanhydrid in einem weiten Reagensglase unter Ver- 
schlu8 mit einem Chlorcalciumrohr 1 Stunde in lebhaft sieden- 
dem Wasserbade erhitzt. Das resultierende 01 wurde 4mal mit 
destilliertem Wasser im Wasserbade ausgekocht und der beim De- 
kantieren iibriggebliebene unlésliche Riickstand in 1,4 com Ammo- 
niak aufgenommen. Auf Zusatz von 20°/,iger Silbernitratlésung 
fiel das Silbersalz aus, im ersten Moment ein wenig dlig, dann er- 
starrend. Nach 2stiindigem Verweilen im Frigo wurde es ab- 


1) V. Meyer-Jacobson, Organ. Chem. 1, I, 8. 916 und 1005. 

*) L. Bouveault u. G. Blanc, Ch. C. 1905, I, 25. 

8) A. Haller u. C. Martine, Ch. C. 1905, II, 135. 

*) H. Erdmann und P. Huth, Journ. f. prakt. Chem. {2}, 56, 40, 1897. 
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gesaugt und mit kaltem Wasser ausgewaschen; nach violliger 
Trocknung wurde aus siedendem Methylalkohol umkrystallisiert, 
woraus es sich in schénen, rein weiBen Krystallen vom Schmelz- 
punkt 123° abschied; Erdmann und Huth geben den Schmelz- 
punkt zu 120 bis 124° an. 
0,3290 g Silbersalz lieferten 0,0861 g Ag. 
C,,H,,0,Ag: ber. Ag == 26,27°/,; gef. 26,13°/,. 
(411) 


Das Silbersalz besaB die kennzeichnende Léslichkeit in 
Ather und Benzol. 

Damit war die phytochemische Umwandlung des Citronellals 
in Citronellol nach jeder Richtung hin sichergestellt; die Aus- 
beute betrug im bestgelungenen Versuch 59,4°/, der Theorie. 





Die Umwandlung aliphatischer und aromatischer Sulfo- 
siuren in Aldehyde bzw. Phenole. 


Von 
Joh. A. Mandel’) und Carl Neuberg. 


(Aus der. chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm -Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Die Sulfosauren, von denen Vertreter auch natiirlich vor- 
kommen bzw. durch einfachen Abbau von Proteinen®) erhalten 
werden, sind durch ihre groBe Bestindigkeit ausgezeichnet. 
Sie widerstehen bekanntlich der Einwirkung siedender Laugen 
und Saéuren und werden in der Regel*®) nur durch Alkali- 
schmelzen oder durch hohe Temperaturen verindert. Nun hat 
sich das Wasserstoffsuperoxyd in Gegenwart von Eisen- 


salzen nicht nur als ein eigentiimlich wirkendes Oxydations- 
mittel erwiesen, sondern auch als ein hydrolytisch spal- 
tendes Reagens herausgestellt*). Diese Erfahrungen ver- 
anlaBten uns, das Oxydationsgemisch von Wasserstoffsuperoxyd 
und Eisensalz auf die so bestaéndigen Sulfosiuren zur Ein- 
wirkung zu bringen. 

Unsere Erwartungen erfiillten sich: Die Sulfosiuren spalten 
bei 100° oder bei niedrigerer Temperatur die SO,H-Gruppe 
als Schwefelsiure ab und ihr Alkyl- bzw. Arylrest wird oxydiert. 
Dabei entstehen aus den aromatischen und fettaromatischen 
Sulfosiuren Aldehyde, aus den Benzolderivaten entsprechende 
Oxybenzole. 

Dieses Verhalten stellten wir fest an der Athansulfosaure, 
Aminoathansulfosiure (Taurin), Benzolsulfosiure und Benzyl- 
sulfosaure. 


1) Gast des Kaiser Wilhelm-Instituts. 

*) C. Th. v. Mérner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 938, 175, 1914. 
5) Vgl. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 33, 2014, 1900. 

*) C. Neuberg und 8S. Miura, diese Zeitschr. 36, 37, 1911. 
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Neben Schwefelsiure entstanden aus den ebengenannten 
Sulfosiuren Acetaldehyd, Aminoacetaldehyd, Phenol nebst Resor- 
cin und Brenzcatechin, sowie Benzaldehyd. Die Ausbeuten sind 
nicht so, daB die Reaktion als Darstellungsmethode in Betracht 
kommt. Wohl aber verdienen die erwaihnten Umwandlungen 
theoretisches Interesse. In biochemischer Hinsicht scheint uns 
die Umwandlung des Taurins in ein Derivat des Glykol- 
aldehyds beachtenswert, da sie einen weiteren Beitrag zu der 
ofter erwogenen Moéglichkeit eines Zusammenhangs von Cystin- 
und Kohlenhydratstoffwechsel liefert. 


Experimenteller Teil. 
1. Athansulfosaure. 


a) Wir losten 2,64 g (?/,,9-mol.) athansulfosaures Natrium 
in moglichst wenig Wasser und fiigten 0,1 g festes Eisensulfat 


hinzu. Diese Mischung wurde alsdann mit einigen Tropfen 
verdiinnter Schwefelsiure versetzt, um einem Ausfall von 
basischem Eisensalz vorzubeugen, und mit 500 ccm 3°/,igem 
Wasserstoffsuperoxyd destilliert. Das Wasserstoffsuperoxyd 


wurde in Anteilen von je 50 ccm durch einen Tropftrichter 
zugefiihrt. Das durch einen Schlangenkiihler in eine eisgekiihlte 
Vorlage geleitete Destillat roch stark nach Acetaldehyd und 
gab eine kraftige Reaktion nach Rimini und mit fuchsin- 
schwefliger Séure. Durch erneute und anreichernde Destillation 
erhielten wir eine Lésung, die mit essigsaurem p-Nitrophenyl- 
hydrazin einen voluminésen Niederschlag ergab (2,5 g). Nach 
dem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol schmolz diese 
Hydrazinverbindung gegen 138° und zeigte einen Stickstoff- 
gehalt von 24,6°/,. Diese Daten lehren, daB trotz des starken 
Ausfalls der Aldehydreaktionen kein reines Acetaldehyd-p-nitro- 
phenylhydrazon (F. 129°; N = 23,46°/,) vorlag. Auch war 
deutlich eine rétliche Verbindung beigemischt. Erst durch 
6malige Krystallisation aus verdiinntem Alkohol gelang es, 
den hartnackig anhaftenden Begleiter zu entfernen. 


Analyse: 


0,0802 g Substanz: 16,4ccm N bei 757mm und 18°, 
C,H,N,O,. Ber.: N= 23,46°/,; gef.: N= 23,41°/,. 
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b) Um noch auf anderem Wege die Entstehung von Acet- 
aldehyd bei der Behandlung von Athansulfosiure mit Hydro- 
peroxyd und Eisensalz festzustellen, haben wir einen weiteren 
Versuch mit 2,64 g Ausgangsmaterial vorgenommen. Das direkte 
Destillat — ca. 500 com — wurde mit iiberschiissigem, frisch 
bereitetem Silberoxyd mehrere Stunden am RiickfluBkiihler ge- 
kocht. Dabei wird der Acetaldehyd zu Essigsaéure oxy- 
diert, die Beimischung aber zerstért. 

Unbekiimmert um die festen Silbersalze wurde dann die 
Mischung mit Schwefelsiure angesiuert und im Dampfstrom 
destilliert solange noch eine saure Fliissigkeit iiberging. Das 
gesamte Destillat, rund 61, wurde mit Soda schwach alkalisch 
gemacht und auf dem Wasserbade zur Trockne gedampft. Die 
zuriickgebliebene Salzmasse wurde 2mal mit 100 ccm absolutem 
Alkohol und 2mal mit 100 ccm 95°/,igem Sprit ausgekocht. 
Die vereinigten alkoholischen Ausziige wurden abermals ver- 
dampft und der weiBe Riickstand in wenig Wasser gelést. Nach 
Zusatz eines Tropfens verdiinnter Salpetersiure wurde mit 
50°/, iger Silbernitratlésung gefallt. Das ausgeschiedene weiBe Salz 
wurde nach mehrstiindigem Stehen in der Kalte abgesaugt, erst mit 
Wasser und dann mit absolutem Alkohol bis zum Verschwinden der 
Nitratreaktion ausgewaschen. Nach dem Trocknen im Vakuum 
erwies sich das erhaltene Salz (1,4 g) als Silberacetat. 

0,2932 g Substanz gaben 0,1892 g Ag. 

CH, .COOAg: berechnet Ag = 64,66°/,; gefunden 64,53°/,. 

Damit ist bewiesen, daB die fliichtige Substanz im Destillat 
aus Athansulfosiure zu einem betrichtlichen Teile aus Acet- 
aldehyd besteht. 

c) Um zu sehen, in welcher Form die Sulfogruppe bei der 
erwahnten Behandlung mit Wasserstoffsuperoxyd und Eisensalz 
entfernt wird, haben wir 2,64 g sulfatfreies athansulfosaures 
Natrium in der angegebenen Weise mit schwefelsiurefreiem 
Wasserstoffsuperoxyd sowie mit Ferrochloriir und einigen Tropfen 
Salzsiure als Katalysator destilliert. Unter Entwicklung eines 
ozonartigen Geruches geht auch hier Acetaldehyd iiber, wihrend 
im Riickstande mit Bariumchlorid reichlich Schwefelsiure nach- 
weisbar wird. Demnach darf man annehmen, daB die Reaktion 
im Sinne folgender Bruttogleichung verlauft: 

CH,CH, .SO,H -++- 20 = CH,CHO +- H,S0,. 
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2. Aminoaéthansulfosaure. 

In Anbetracht der Empfindlichkeit der aus Taurin zu er- 
wartenden Reaktionsprodukte war bei der Aminoithansulfo- 
sdure eine wesentlich andere Arbeitsweise als bei der Athan- 
sulfosiure notwendig. Wir verfuhren folgendermaBen. 

10 g Taurin wurden unter Zusatz von 0,1 g Ferrosulfat 
und einigen Tropfen verdiinnter Schwefelsdéure in 250 com Wasser 
gelést und mit 100 ccm 30°/,igem Wasserstoffsuperoxyd ver- 
setzt. Nach 3tigigem Stehen bei Zimmertemperatur, wobei 
eine Entwicklung von Sauerstoff und Kohlensiure eintrat, wurde 
die Mischung auf dem Wasserbade erwirmt, bis alles Wasser- 
stoffsuperoxyd verbraucht war und die Chromsaureprobe negativ 
ausfiel. Das Reaktionsprodukt zeigte gegen Fehlingsche Mischung 
ein unzweifelhaftes Reduktionsvermégen. 

Zur Charakterisierung der Umwandlungsprodukte wurde die 
Mischung mit einer Lésung von 4 g p-Nitrophenylhydrazin in 
Essigsiure und mit festem Natriumacetat versetzt. Es fiel als- 
bald beim Erwirmen auf dem Wasserbade ein rotbrauner Nieder- 
schlag aus, der bei mehrstiindigem Erhitzen an Menge zunahm. 
Das abgesaugte Rohprodukt wurde aus der Lésung in Pyridin 
durch Essigsaure gefallt. Durch Wiederholung dieser Reinigung 
erhielten wir schlieBlich ein violettrotes Krystallpulver, das zur 
Analyse im Vakuum iiber Schwefelsiure und Atzkali getrocknet 
wurde. Die Substanz schmolz gegen 300°. 


Analyse. 

0,0913 g Substanz gaben 20,22 ccm Stickstoff bei 762 mm 
und 19,5°. 

C,,H,,N,0,. Ber.: N= 25,61°/,; gef.: N= 25,42°),. 

Demnach ist die Substanz als Glykolaldehyd-p-nitrophenyl- 
osazon anzusprechen. Natiirlich kann sie sowohl aus der Diose 
als aus Aminoacetaldehyd oder Glyoxal hervorgegangen sein. 
Welche von diesen Verbindungen als Umwandlungsprodukt von 
Taurin auftritt, ist nicht entschieden. Da8 im Verlaufe der 
Wasserstoffsuperoxydeinwirkung in Analogie mit dem Verhalten 
der Aminosiuren’) und Amine*) Ammoniak abgespalten wird, 


1) C. Neuberg und F. Blumenthal, Beitr. z. chem. Physiol. u. 


Pathol. 2, 238, 1902. 
*) K. Suto, diese Zeitschr. 71, 169, 1915. 








184 J. A. Mandel u. C. Neuberg: 


geht aus unseren NH,-Bestimmungen hervor, die wir unmittel- 
bar mit dem Reaktionsprodukt durch Destillation mit MgO 
vornahmen. Wir erhielten so bei der Verarbeitung von 0,62 g 
Taurin 0,0714 g NH,, entsprechend 84,69°/, des in Taurin ent- 
haltenen Stickstoffes. 


3. Benzylsulfosaure. 


Als Beispiel aus der fettaromatischen Reihe wahlten wir 
die Benzylsulfosiure, C,H,;.CH,.SO,H. Die Verarbeitung 
konnte hier in der einfachen Weise wie bei der Athansulfo- 
siure erfolgen. 

3,9 g krystallisiertes benzylsulfosaures Natrium wurden unter 
Zusatz von 0,1 g Eisensulfat und einigen Tropfen verdiinnter 
Schwefelsiéure mit 400 ccm 3°/,igem Wasserstoffsuperoxyd de- 
stilliert, wobei das Hydroperoxyd in 8 Portionen zu 50 ccm 
durch einen Tropftrichter hinzugegeben wurde. Das Destillat 
war schwach milchig getriibt und roch nach Bittermandeldl. 
Es wurde direkt mit einer Lésung von essigsaurem Pheny]l- 
hydrazin versetzt. Beim Umschiitten ballte sich ein weiBer 
Niederschlag zusammen, der nach 12stiindigem Stehen in einem 


geschlossenen und eisgekiihlten GefaéB abfiltriert wurde. Durch 
einmaliges Umkrystallisieren des gelben Rohproduktes aus ver- 
diinntem Alkohol wurden 0,5 g reines Benzaldehydphenylhydra- 
zon erhalten, das scharf bei 156° schmolz. 


0,1120 g Substanz gaben 14,0 ccm Stickstoff bei 758 mm 
und 18°, 

C,,H,,N,. Ber.: N= 14,28°/,; gef.: N= 14,259). 

Bemerkt sei, daB das Destillat, das den Benzaldehyd ent- 
hielt, mit Eisenchlorid eine schwach violette Farbung ergab, 
die auf ein fliichtiges hydroxyliertes Benzolderivat hinweist. 


4, Benzolsulfosaure. 


Eine Lésung von 3,6 g Natriumsalz der Benzolsulfosaure, 
C,H,.SO,H, in 100 ccm 3°/,igem Wasserstoffsuperoxyd wurde 
nach Zusatz von 0,1 g Eisensulfat und einigen Tropfen verdiinnter 
Schwefelsiure 24 Stunden im Brutschrank bei 37° aufbewahrt. 
Dann wurde die Reaktionsmischung zu */, am absteigenden Kiihler 
abdestilliert. Es ging Phenol iiber, nachweisbar durch Brom- 
wasser und Millons Reagens. Der im Kolben verbliebene Riick- 
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stand wurde mit einer konzentrierten Bariumacetatlésung von 
Schwefelsiure befreit und dann mit Bleiessig ausgefaillt. Der 
gut ausgewaschene Niederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff 
in wasseriger Suspension zerlegt. Es resultierte eine Fliissig- 
keit, die nach Konzentration auf dem Wasserbade die Reak- 
tionen des Brenzcatechins gab. Mit Eisenchlorid entstand eine 
Griinfarbung, die mit Ammoniak violett wurde. Im Filtrat der 
Bleiessigfallung war nach Behandlung mit Schwefelwasserstoff 
und nach Filtration von Bleisulfid sowie nach dem Einengen 
auf dem Wasserbade Hydrochinon durch die Probe von 
Denigés (griinlicher Ring bei Unterschichtung der in Alkohol 
gelésten Substanz mit Natronlauge) nachweisbar. Daneben war 
auch Resorcin durch die bestandige Violettfarbung mit Eisen- 
chlorid sowie durch die Bromwasserreaktion mit Wahrschein- 
lichkeit zu erkennen. 

Daraus geht hervor, daB bei den aromatischen Sulfosauren, 
ahnlich wie beim Benzol selbst*), statt der nicht méglichen Alde- 


hydbildung eine Kernhydroxylierung unter Bildung von Phenol 
und Dioxybenzolen eintritt. 


5. 


Auch bei der p-Phenolsulfosaure, C,H,(OH)SO,H, haben 
wir einen ahnlichen Reaktionsverlauf festgestellt. Verwendet 
man das Natriumsalz und nimmt als Katalysator Ferrochlorid, 
so laBt sich ohne weiteres die abgespaltene Schwefelsaure er- 
kennen. Die anfangs griine Lésung farbt sich schnell braun und 
bald ist Sulfat nachweisbar, fast augenblicklich beim Kochen. 
Dabei riecht die Lésung nach Chinon und zugleich nach Karamel. 


1) C.J. Cross, E. Bevan und T. Heiberg, Ber. 38, 2017, 1900. 








Darstellung einer scymnolschwefelsaureartigen Substanz. 
Cholesterinschwefelsiure. 


Von 


Joh. A. Mandel*) und Carl Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Im Jahre 1897 entdeckte Olof Hammarsten’) in der 
Galle der Haifische eine neue Reihe gepaarter Gallensauren. 
Diese unterscheiden sich von den Gallenséuren aller iibrigen 
Tiere dadurch, daB weder die Vertreter der gewdhnlichen Chol- 
siuregruppe noch deren iibliche Paarlinge, Glykokoll oder Taurin, 
vorliegen. Es handelt sich vielmehr um Atherschwefelsiuren, 
um esterartige Verbindungen der Schwefelsiure mit Substanzen, 
die ihren Eigenschaften nach eine Mittelstellung zwischen Chol- 
esterin und Cholsiure einnehmen. Hammarsten hat gefunden, 
da8 in der Haifischgalle zwei derartige einander ahnliche Ather- 
schwefelsiuren vorkommen, die er als a- und $£-Scymnol- 
schwefelsaure bezeichnet hat. Diese beiden gepaarten Saiuren 
zerfallen bei der Hydrolyse in Schwefelsiure und a- und /- 
Scymnol. Letzteres hat vermutlich die Formel C,,H,,0,, 
ersteres die Zusammensetzung C,.H,,0,. Hammarsten hebt 
hervor, daB das «-Scymnol sich bei gewissen Reaktionen wie 
oder fast ganz wie das Cholesterin verhalt. Er weist weiter 
darauf hin, da8 auch in der Galle des Menschen und der Séuge- 
tiere vielleicht kleine Mengen solcher Atherschwefelsiuren vor- 
kommen. 

Das Interesse, das diese eigenartigen Ké6rper der Scymnol- 
schwefelsaurenreihe besitzen, war uns Veranlassung, eine 


1) Gast des Kaiser Wilhelm-Institutes. 
*) 0. Hammarsten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 24, 322, 1897. 
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kiinstliche Darstellung solcher Atherschwefelsiuren zu versuchen. 
Es ist uns zunichst mdglich gewesen, eine Cholesterin- 
schwefelsaure darzustellen, die eigentiimliche Eigenschaften 
aufweist und deren Darstellung sowie Verhalten wir im folgen- 
den beschreiben. 


Gewinnung von Cholesterinschwefelsiure. 


Bis vor kurzem waren nur nach der alten Methode von 
E. Baumann einige Atherschwefelsiuren von Phenolen dar- 
gestellt worden. Im Jahre 1910 zeigten sodann C. Neuberg 
und H. Pollak’), daB sich der Rest der Schwefelsiure auch 
in Zuckerarten sowie in Aminosauren einfiihren laBt, und zwar 
sowohl mit Hilfe von Kaliumpyrosulfat und Kalilauge als mit 
den beiden Chloriden von Schwefelséure, dem Sulfurylchlorid 
und der Chlorsulfonséure. Diese ,Sulfurylierung* verlauft 
analog der von Neuberg und seinen Mitarbeitern ausgefiihrten 
Phosphorylierung, die mit den Chloriden der Phosphorséure 
bewerkstelligt wird. Wahrend wir friiher diese Sulfurylierung und 
Phosphorylierung in waBriger Lésung bei Gegenwart geeigneter 
anorganischer Basen vornahmen, hat sich inzwischen gezeigt?), 
daB die bei Acylierungen oft erprobte Verwendung wasserfreier 
organischer Basen*) auch fiir die Handhabung der anorganischen 
Saurechloride geeigneter ist. Insbesondere fiir die Verwendung 
der Chlorsulfonsiure hat bereits A. Verley*) die Benutzung 
von Pyridin empfohlen. In Anlehnung an dieses Verfahren 
haben wir gleichfalls fiir unseren Zweck wasserfreies Pyridin 
verwendet und das Sulfurylierungsmittel — wie in unseren 
vorerwahnten Arbeiten das phosphorylierende Agens — in 
Chloroform gelést. 

Fiir die 

Sulfurylierung des Cholesterins 


1) C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 23, 515, 1910; Be- 
richte 38, 2060, 1910. Siehe ferner C. Neuberg und E. Kretschmer, 
diese Zeitschr. 36, 5, 1911. 

*) Emil Fischer, Sitzungsber. d. PreuB. Akad. der Wissensch. vom 
25. VI. 1914; Ber. 47, 3193, 1914. 

*) Die Acylierung in Gegenwart von Pyridin ist 1895 von A. De- 
ninger entdeckt und von Einhorn ausgebildet, s. bei Lassar-Cohn, Ila, 
8. 5, 1907, 

*) A. Verley, Chem. Centralbl. 1901, I, 313. 
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ist die Verwendung reinster Reagenzien empfehlenswert, da nur 
sie den quantitativen Verlauf der Reaktion gewahrleisten. Das 
Cholesterin, das bekanntlich bei der gewéhnlichen Art der 
Reinigung mit einem Molekiil Wasser ausfallt, wird erst aus 
Chloroform umkrystallisiert, dann im Luftbade bei 100° und 
schlieBlich im Vakuumexsikkator tiiber Schwefelsiure getrocknet. 
Das Pyridin wird iiber Bariumoxyd destilliert und alkoholfreies 
Chloroform iiber Chlorcalcium getrocknet. Als Chlorsulfonsaiure 
kann das Handelsprodukt (Kahlbaum) Verwendung finden. 
Die Sulfurylierung vollzieht sich im Sinne der Gleichung: 


C,,H,,-0H + Cl.S0,H = HCl + C,,H,,.0.80,H. 


A. Darstellung von cholesterinschwefelsaurem Kalium. 


I. 2 g Chlorsulfonsiure wurden tropfenweise in ein gut 
gekiihltes und trockenes Gemisch von 30 ccm Chloroform und 
12 com Pyridin eingetragen. Bei richtiger Ausfiihrung der Ope- 
ration befindet sich das Pyridinchlorsulfonat in Losung. Zu 
dieser gibt man die Auflésung von 6,5 g Cholesterin in 20 ccm 
Chloroform und spilt das Gefi8 mit noch 5 ccm Chloroform 
aus. Nach 15minutigem Stehen, wahrenddessen etwa aus- 
gefallenes Pyridinchlorsulfat durch Schiitteln in Reaktion ge- 
bracht wird, erwarmt man die in einem Destillationskolben 
befindliche Mischung nach Verschlu8 mit Chlorcalciumréhren 
15 Minuten auf ca. 50° (Wasserbad). Aus der ganz klaren 
Lésung destilliert man alsdann im Vakuum (AuBentemperatur 40°) 
die Lésungsmittel ab, solange noch etwas iibergeht. Dabei ver- 
fliichtet sich das gesamte Chloroform und ein Teil des Pyridins. 
Zur volligen Austreibung des letzteren saugt man durch die 
Capillaren des Destillationskolbens 50 ccm 2n-KOH ein und 
dampft nunmehr zur Trocke’). Dabei tritt anfangs Schiumen 


1) Dabei tritt voriibergehend eine intensiv rotviolette Farbung auf. 
An ihrem Zustandekommen sind Cholesterinverbindungen nicht beteiligt. 
Vielmehr fanden wir, da8 Chlorsulfonséure mit Pyridin und nachherig 
zugesetztem Alkali dieselbe recht bestandige Farbung gibt, die sich, wenn 
nicht spurenhafte Verunreinigungen des Pyridins im Spiele sind, wohl 
zur Erkennung des Pyridins eignen diirfte. Auch mit reinstem Pyridin 
des Handels tritt die Probe ein. Sie ist so anzustellen, daB Pyridin 
im Uberschu8 vorhanden ist: 2 Tropfen Pyridin werden mit 1 Tropfen 
Chlorsulfonsiiure versetzt. Die Mischung wird eine Minute im Wasser- 
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ein, das man mittels Durchsaugen eines mit Atherdampf be- 
ladenen Luftstromes maéBigen oder durch sanftes Riihren des 
soliden Capillarrohres beseitigen kann’). Das Schaumen hort 
iibrigens nach kurzer Zeit plotzlich auf. Diese Destillation, 
bei der das Pyridin abgetrieben wird, nimmt man zweckmibig 
bei 50° Badtemperatur vor. Im_ Destillationskolben hinter- 
blieb eine schwach gelbbraune Krystallmasse, die zur Austreibung 
der letzten Pyridinreste 2 mal mit je 50 ccm absolutem Alkohol 
zur Trockne verdampft wird. Der Riickstand wird alsdann 
mit ca.+/, 1 Ather griindlich ausgekocht. Der abfiltrierte Ather 
liefert beim Abdunsten eine kleine Menge nicht in Reaktion 
getretenen Cholesterins zuriick. Der mit Ather behandelte 
Kolbenriickstand wird mit 50 ccm Wasser erwarmt und damit 
nach dem Abkiihlen einige Stunden in Beriihrung gelassen. 
Das Wasser nimmt Chloride und Spuren von Sulfaten auf, so- 
wie etwa iiberschiissige Kalilauge. Beim Absaugen der gelb- 
lichen Flissigkeit hinterbleibt ein schon recht reines, nahezu 
farbloses, schwerlésliches, organisches Kaliumsalz. Durch ein- 
maliges Umkrystallisieren aus 500 ccm 80°/,igen Alkohols liefert 
es reines cholesterinschwefelsaures Kalium. Beim Ab- 
kiihlen scheidet sich dasselbe zunachst in Form einer steifen 
Gallerte ab, die aber bei 12 stiindigem Stehen in der KAlte in ein 
Magma feiner Nadeln iibergeht, die sich leicht absaugen lassen 
und mit etwas verdiinntem Alkohol gewaschen werden. Die Aus- 
beute an diesem Produkt betrug 5,0 g und eine weitere Menge 
von 1,5 g fiel aus den eingeengten Mutterlaugen aus. Die ge- 
samte Ausbeute betrug demnach 7,5 g—= 89°), der Theorie. 
Die neue Verbindung enthalt Kalium und Schwefel. 


bade erhitzt, dann unter flieBendem Wasser abgekiihlt und die erstarrte 
Masse mit starker Lauge vorsichtig bis zum Eintritt der Farbung ver- 
setzt, deren Nuance zwischen der von Fuchsin und Hamoglobin liegt. 
Bei Verdiinnung mit Alkohol wird die Lésung mehr violett und zeigt 
einen breiten Absorptionsstreifen im Griin. 0,01 ccm Pyridin konnten 
wir so nachweisen. Statt Chlorsulfonsiure kann auch Phosphoroxy- 
chlorid verwendet werden. Der Farbstoff steht vielleicht zu den von 
Kénigs, Zincke und Reitzenstein beschriebenen Verbindungen des 
Pyridins bez. Glutacondialdehyds in Beziehung. 

1) Bei Verarbeitung gré8erer Mengen empfiehlt es sich, die Fliissig- 
keit im Faust-Heimschen Apparat bei 40° zur Trockne zu verdampfen. 
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Wegen der Schwerléslichkeit der Substanz wurden die Ana- 
lysen folgendermaBen ausgefiihrt. 

a) Schwefelbestimmung. 0,2844 g Substanz wurden mit 
Soda-Salpeter geschmolzen und lieferten 0,1296 g BaSO,. 

b) Zur Bestimmung des Kaliums wurde die Sub- 
stanz in Eisessig gelést und nach Zusatz einiger Tropfen Salz- 
siure sowie von Alkohol mit Platinchlorid gefallt. Dieses ein- 
fache Verfahren vermeidet die Umstandlichkeiten der Veraschung, 
und wir méchten es fiir 4hnliche Falle empfehlen, wo es 
sich um die Analyse wasserunloslicher, dagegen in organischen 
Solvenzien léslicher Kalisalze handelt. 

Auf diese Weise erhielten wir aus 0,2586 g cholesterin- 
schwefelsaurem Kalium 0,1204 g K,PtCl,. 

C,,H,,0SO,K. Berechnet: S=6,35; Kalium=7,74 °/,; 

(504) gefunden: S=6,25; Kalium==7,51 °/,. 

Nach dem Ausfall der Analyse unterliegt es keinem Zwei- 
fel, daB hier das Kaliumsalz des sulfurylierten Cholesterins 
vorliegt. Auffallend ist seine groBe Schwerléslichkeit. In reines 
Wasser gehen selbst in der Siedehitze iiberhaupt keine nennens- 
werten Mengen iiber, wahrend 80°/,iger Alkohol ein brauch- 
bares Lésungsmittel darstellt. 

Theoretisch war es méglich, daB die Chlorsulfonsiure mit 
dem Cholesterin in komplizierter Weise in Reaktion getreten 
war, eventuell unter Anlagerung an die Doppelbindung. Es 
war daher notwendig, das Vorliegen des Cholesterinmolekiils 
und des Schwefelsiurerestes in der Substanz darzutun. Wir 
haben diesen Beweis auf verschiedenen Wegen erbracht. 

«) Zunachst stellten wir fest, daB der Schwefel hydro- 
lytisch in Form von Schwefelsaiure leicht abspalt- 
bar ist. 

Zu diesem Zweck lésten wir 2 g Kalisalz in 50 ccm wasser- 
freiem Eisessig und kochten 6 Stunden lang am RiickfluBkihler. 
Aus der klaren Mischung schieden sich beim Erkalten Krystalle 
ab, die abfiltriert und mit Ather ausgewaschen wurden. Sie 
erwiesen sich als reines Kaliumbisulfat, KHSO,. Das Eis- 
essig und Ather enthaltende Filtrat wurde im Vakuum ein- 
geengt. Es hinterblieb ein nahezu farbloser Sirup, der beim 
Anriihren mit Alkohol erstarrte. Dieses Produkt wurde aus 
Alkohol umkrystallisiert und erwies sich als das bekannte Ace- 
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tylcholesterin; offenbar wird der Schwefelsiurerest durch die 
Acetylgruppe ausgetauscht’). Die Verbindung schmolz bei 112°, 
wahrend fiir die reine Acetylverbindung der Schmelzpunkt 113° 
angegeben wird. Beim Schmelzen zeigten die Krystalle das 
prachtige Farbenspiel acetylierter Cholesterine; insbesondere 
tritt sehr schén die Smaragdfarbung und der blaurote Perl- 
mutterglanz beim Abkiihlen der auf dem Uhrglase geschmolzenen 
Probe ein’), Erscheinungen, die man auf Trimorphismus oder 
auf Bildung fliissiger Krystalle bezieht. 

f) Auf folgendem Wege gelang es, auch das Cholesterin 
in Substanz aus dem Kaliumsalz abzuspalten. 

1,0 g trockenes Kaliumsalz wurde in einem Einschmelz- 
rohr mit 25 ccm Salzsiure (D==1,12) tibergossen und nach dem 
VerschlieBen 12 Stunden lang im Willstatterschen Wasser- 
bade erhitzt. Nach dem Offnen des Rohres befand sich am 
Boden eine vollig verinderte weiBe Krystallmasse, die abfiltriert 
und mit heiBem Wasser mehrfach ausgewaschen wurde. Nach 
dem Trocknen im Vakuum, dann im Trockenschrank wurden 
0,763 g Cholesterin gewonnen, das nach einmaligem Umkrystal- 
lisieren aus Chloroform den Schmelzpunkt 147° zeigte. Im Fil- 
trat war die abgespaltene Schwefelsdure als Bariumsulfat nach- 
weisbar. Theoretisch waren 0,766 g Cholesterin zu erwarten. 

Ubrigens hat auch die freie Cholesterinschwefelsaure 
eine gewisse Bestandigkeit. Suspendiert man das Kalium- 
salz in der berechneten Menge n-Salzsiure und laBt unter 
hiufigem Umschiitteln in der Kilte stehen, so sind nach 
36 Stunden nur Spuren Schwefelsiure in Freiheit gesetzt. 
Diese Bestiandigkeit der Cholesterinschwefelsiure darf man 
wohl mit der Hohe ihres Molekulargewichts in Verbindung 
bringen. Denn die in gewisser Beziehung ahnliche phosphory- 
lierten Aminosauren, Peptone und Proteine zeigen ebenfalls eine 
mit zunehmender MolekulargréBe wachsende Bestandigkeit’). 

Das cholesterinschwefelsaure Kalium schmilzt unter Auf- 
schiumen bei 235°. 

II. Da sich ergeben hatte (siehe vorher S. 189), daB bei den 


1) In einem anderen Falle, wo mit nicht ganz wasserfreiem Eis- 
essig nur kiirzere Zeit gekocht worden war, resultierte Cholesterin selbst. 

*) Vgl. Beilstein, II, 8. 1073. 

%) C. Neuberg und W. Oertel, diese Zeitschr. 60, 496, 1914. 
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verwendeten Mengenverhiltnissen ein kleiner Teil Cholesterin 
nicht in Lésung getreten war, so haben wir versucht, die Aus- 
beute zu verbessern. Dies gelingt durch Anwendung eines 
Uberschusses von Chlorsulfonsiure. Wir verfuhren folgender- 
maBen: 

Zu einer klaren Lésung von 4 g Chlorsulfonsdéure in 35 ccm 
Chloroform und 5 ccm Pyridin wurde eine Lésung von 6,5 g 
Cholesterin in 15 cem Pyridin unter Nachwaschung mit 5 ccm 
Pyridin gegeben. Das Gemisch wurde eine Viertelstunde in 
Eis belassen und dann ebenso lange unter AusschluB von Feuch- 
tigkeit auf dem Wasserbade auf 50° erhitzt. Die weitere Ver- 
arbeitung geschah in der vorher erwaihnten Weise, indem nach- 
einander Chloroform und Pyridin abdestilliert und der mit 
Alkohol abgedampfte Riickstand nach Zusatz von 50 ccm 
2 n-Kalilauge wieder zur Trockne gebracht wurde. Dieses Mal 
entzog Ather dem Salzgemische nur Spuren briunlicher Verun- 
reinigungen, aber kein unveriandertes Cholesterin. Der feste 
Riickstand wurde wie friiher mit Wasser von anorganischen 
Salzen befreit und aus 80°/,igem Alkohol umkrystallisiert. Die 
Ausbeute betrug 7,55 g, d.h. 90°/, der Theorie. Wir vermer- 
ken dazu, daB hier die Mutterlaugen nicht aufgearbeitet wor- 
den sind. 


B. Darstellung von cholesterinschwefelsaurem Natrium. 


Die Gewinnung dieser Substanz geschieht genau wie die 
des Kaliumsalzes nach dem sub A. II. angegebenen Verfahren, 
nur unter Benutzung von 2 n-Natronlauge an Stelle der Kalilauge. 

Bei Verwendung der doppelten Menge samtlicher Ingre- 
dienzien erhielten wir aus 13 g Cholesterin 14 g analysenreines 
Natriumsalz. 

Auch das Natriumsalz scheidet sich zunachst in Form einer 
eigentiimlichen Gallerte aus 80°/,igem Alkohol aus. Es wird 
durch 12stiindiges Stehen krystallinisch und bildet alsdann 
seidenglinzende Nadeln. Das im Vakuum getrocknete Salz ist 
wasserfrei und schmilzt bei 163 bis 164° unter Zersetzung. 

0,3014 g Substanz lieferten 0,1480 g BaSO, = 6,74°/, S. 

Bei dem‘Natriumsalz aus einem anderen Ansatze fanden wir in 

0,3034 g Substanz 0,1402 g BaSO, = 6,35°, S. 
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Fiir die reine Verbindung, C,,H,,0.SO,Na, berechnet sich 
S = 6,55°/,. 

Vom Kaliumsalz unterscheidet sich die Natriumverbindung 
durch ihre groBere Léslichkeit. 

Beim Kochen mit viel heiBem Wasser geht ein Teil des 
Na-Salzes in kolloidale Lésung. Eine wirklich klare Auflésung 
erfolgt bei Gegenwart von Spuren Alkohol. Die Fliissigkeit ist 
auch nach dem Abkihlen vdollig klar, wird aber bei langerem 
Aufbewahren triibe, ja, es kann zur Ausflockung kommen. Durch 
Erwarmen erfolgt stets wieder véllig klare Lésung, und man 
kann dieses Spiel ohne Zersetzung des Salzes beliebig wieder- 
holen. Die Reaktion bleibt dabei dauernd neutral. 

An dem Natriumsalz stellten wir auch fest, da8 es in 
alkoholischer Lésung mit Digitonin so wenig wie die organischen 
Ester des Cholesterins reagiert. 

Das beste Mittel zur Reinigung des Natriumsalzes ist, wie 
erwihnt, 80°/,iger Alkohol. Es lést sich auch in Methylalkohol 
derselben Konzentration sowie schwierig in Aceton; es ist un- 
léslich in Chloroform, Schwefelkohlenstoff und Ather. Das 
Natriumsalz zeigt in alkoholisch-waiBriger Losung, wie zu er- 
warten war, ein Drehungsvermégen, und zwar ist dasselbe 
nach links gerichtet. Wegen der Schwerléslichkeit ist nur die 
Benutzung sehr diinner Lésungen’) méglich. 0,1100 g chole- 
sterinschwefelsayres Natrium in 30,0 ccm 80 vol.-°/,igem Athyl- 
alkohol drehte bei 25° im 2-dem-Rohr = 0,22° nach links. 


Daraus ergibt sich 
[@]p = 3,0°. 


C. Darstellung des Ammoniumsalzes von sulfuryliertem 
Cholesterin. 


Die Gewinnung geschah nach der verbesserten Vorschrift 
fiir die Darstellung des Kaliumsalzes (siehe S. 192), nur wurde 
an Stelle der 2 n-Kalilauge 2 n-Ammoniak in geringem Uber- 
schuB verwendet. 

Das Ammoniumsalz wird am besten aus 50°/,igem Alko- 
hol umkrystallisiert. Es bildet gleichfalls zunachst eine Gallerte, 


1) Die ca. 0,37°/,ige Lésung konnte nur in iibersittigtem Zustande 
bei 25° polarisiert werden; natiirlich ist der Wert nicht véllig scharf. 
Biochemische Zeitschrift Band 71. 13 
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die freiwillig in nadelfo6rmige Krystalle ibergeht, Schmelzpunkt 
gegen 185° unter Aufblihung. 

Die Reinheit des Salzes wurde durch eine Ammoniakbe- 
stimmung kontrolliert. 

0,7678 g Substanz lieferten bei der Destillation mit iiber- 
schiissiger Natronlauge von 40°/, 0,0272 g Ammoniak. 

C,,H,,0.S0,NH,. Berechnet NH, = 3,52°/,; gefunden 
NH, = 3,54°/,. 


D. Andere Salze der Cholesterinschwefelsaure. 


Wegen der zumeist grofen Unléslichkeit der iibrigen Salze 
geht man zu ihrer Gewinnung zweckmaBig von der Natrium- 
verbindung aus. Die 0,5°/,ige Lésung des Natriumsalzes in lau- 
warmem alkoholhaltigem Wasser gibt flockige, unlésliche Nieder- 
schlige mit Bariumchlorid, Calciumchlorid, Magnesiumsulfat, 
Kupfersulfat, Bleiacetat, Bleiessig, Eisenchlorid und Zinksulfat; 
léslich sind das Quecksilber- und Silbersalz. Letzteres kann man 
bei Zugabe von 50°/,igem Silbernitrat auch in festem Zustande 
gewinnen. Die 0,5°/,ige Lésung des Natriumsalzes wird durch 
konzentrierte Natronlauge sowie Kalilauge gefallt. Sie liefert 
bemerkenswerterweise auch mit Kaliumacetat eine Fallung, da 
das Kaliumsalz eben viel schwerer léslich ist als die Natrium- 


verbindung. 


E. Die Farbenreaktionen der cholesterinschwefelsauren 
Alkalisalze. 


1. Salkowskische Reaktion: Da man in Chloroform nur 
aufschwemmen und nicht lésen kann, so bleibt die Reaktion in 
der Kilte negativ. Bei lingerem Stehen oder schneller beim 
Erwarmen wird sie positiv’). 

2. Liebermannsche Reaktion: Obgleich die Salze nur 
in Suspension angewendet werden kénnen, ist die Reaktion mit 
Essigsiureanhydrid positiv. Man beobachtet folgendes Farben- 
spiel: anfangs violett, dann blau, spater griinlich. 

3. Neuberg-Rauchwergersche Reaktion: Die Ring- 
probe ist bei Anstellung in alkoholischer Suspension nicht sehr 


1) Hier erfolgt, ebenso wie bei den beiden folgenden Proben mehr 
oder minder schnell Hydrolyse. 
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kraftig. Beim Vermischen tritt gelbrote Farbung auf, die lang- 
sam von selbst, schneller bei gelindem Erwirmen sich vertieft; 
nach Zusatz von Alkohol wird das Gemisch dann, schwach 
himbeerfarben. Typisch verliuft die Probe, wenn man das 
Alkalisalz in Eisessig lést, 2 Tropfen eisessigsaure Rhamnose- 
lésung hinzufiigt und mit konz. H,SO, unterschichtet. Es tritt 
dann der blauviolette Ring auf. Erwairmt man nach Durch- 
mischung vorsichtig, so wird die ganze Flissigkeit kirschrot und 
auf Zugabe von Alkohol himbeerfarben. Der charakteristische 
Absorptionsstreifen im Griin ist dann vorhanden. 

Weiter haben wir gefunden, daB verschiedene dem Chole- 
sterin nahestehende Verbindungen, insbesondere die Cholsiure, 
sich in der angegebenen Weise sulfurylieren lassen. Wir 
gedenken das Studium dieser Verbindungen in chemischer wie 
biologischer Hinsicht fortzusetzen. 














Uber ein einfaches Verfahren zur Erkennung und Be- 
stimmung von Metalloiden in organischen Verbindungen. 


Von 


Joh. A. Mandel’) und Carl Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm -Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Im Laufe der Zeit ist eine groBe Reihe von Methoden in 
Vorschlag gebracht worden, die zur Bestimmung der Halogene, 
des Schwefels sowie des Phosphors in organischen Ver- 
bindungen dienen. Das Ideal eines solchen Verfahrens wire 
eine Methodik, die der organischen Elementaranalyse ent- 
sprechend, die Metalloide unmittelbar in einer zur Bestim- 
mung geeigneten Form ergeben wiirde. Die im Gebrauch 
befindlichen Verfahren laufen auf eine Veraschung in trocknem 
oder nassem Zustande hinaus, bei der das in organischer 
Bindung vorhandene Element in der Regel auf oxydativem, 
gelegentlich auch auf reduktivem*) Wege in eine Bestimmungs- 
form iibergefiihrt wird. Insbesondere zwei Mangel werden bei den 
bisherigen Methoden empfunden, einmal die Langwierigkeit der 
Vorbehandlung (AufschlieBen mit rauchender Salpeterséure oder 
konzentrierter Schwefelséure), dann die massenhafte Belastung 
mit fremden Substanzen (Soda-Salpeterschmelze, Atzkalk- oder 
Natriumsuperoxydvergliihung oder Kalischmelze). Der ideal 
einfachen Verbrennung nahert sich nun ein Verfahren, freilich 
ohne es voll zu erreichen, das wir im folgenden beschreiben 
wollen. Die Grundlage bilden die Beobachtungen, daB Wasser- 
stoffsuperoxyd in Gegenwart von Eisensalzen nicht nur 


1) Gast des Kaiser Wilhelm-Instituts. 
*) Vergl. Busch u. Stéve, Zeitschr. f. angew. Chem. 27, 432, 1914. 
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zu den bekannten Oxydationen befahigt ist, sondern auch des- 
aminierend*), hydrolytisch spaltend*) und isomerisierend *) wirkt. 

Durch Verwendung héher konzentrierten Wasser- 
stoffsuperoxyds kann man die katalytische Verbrennung 
der organischen Substanzen nun so beschleunigen und 
vervollstandigen, daB dieses Verfahren eine brauch- 
bare Analysenmethode liefert, und zwar hauptsichlich 
in qualitativer, aber auch in quantitativer Hinsicht. 
Das neue Verfahren konnte bisher keineswegs auf alle Typen 
metalloid-organischer Verbindungen angewendet werden, auch 
haben sich, wie das fiir eine einzelne Analysenmethode selbstver- 
stindlich ist, nicht alle Substanzen fiir diese Art von Behandlung 
geeignet erwiesen. Wir geben im folgenden die mit Erfolg ana- 
lysierten Substanzen an, die den allerverschiedensten Gruppen 
der organischen Kérper zugehéren. 

Der Vorteil des Verfahrens beruht in der Moéglichkeit, in 
offenen GefaBen zu arbeiten. So kommt es, daB vorwiegend 
die nichtfliichtigen Substanzen der gedachten Behandlung zu- 
ganglich sind. Aber auch fliichtige Kérper haben wir analy- 
sieren kénnen, wenn ihr Siedepunkt hoch liegt und sie am 
aufsteigenden Energiekiihler kondensierbar sind. 

Die Ausfiihrung des Verfahrens ist so einfach, da8 wir 
nicht daran zweifeln, daB es in vielen Fallen Anwendung finden 
kann, namentlich bei Massenuntersuchungen, wo man sich durch 
einen Vorversuch iiber die prinzipielle Anwendungsmdglich- 
keit durch den Vergleich mit einem der alten Verfahren leicht 
vergewissern kann. 

Es hat sich herausgestellt, daB man je nach der Natur 
der zu analysierenden Koérper in saurer wie in alkalischer 
(ammoniakalischer Lésung) arbeiten kann, und daB nach Bedarf 
Wasser oder organische Solvenzien Benutzung finden kénnen. 
Von letzteren bewahrt sich besonders der Eisessig, der fiir eine 
sehr groBe Anzahl organischer Kérper ein ausgezeichnetes Lé- 


1) C. Neuberg und F. Blumenthal, Beitrige z. chem. Physiol. 
u. Pathol. 2, 241, 1902. 

*) C.Neuberg und S. Miura, diese Zeitschr. 36, 37, 1911; J.A. Man- 
del und C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 180, 1915. 

8) C. Neuberg und B. Rewald, diese Zeitschr. 67, 127, 1914; 71, 
158, 1915. 
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sungsmittel darstellt, selbst aber von der Oxydationsmischung 
nur sehr wenig angegriffen wird. (Es entsteht Glyoxylsaure.) 

Wie die Methodik sich den einzelnen K6rperklassen an- 
zupassen hat, geht aus den Beispielen hervor, die wir mitteilen. 

Als gemeinsame Vorbemerkung mochten wir nur iiber 
die Art des zu verwendenden Wasserstoffsuperoxyds folgendes 
hervorheben: Das 10-volumenprozentige Wasserstofisuperoxyd 
des Handels ist bekanntlich zum Zwecke der Haltbarmachung 
mit kleinen Mengen von Sauren versetzt (Schwefelséure, Salz- 
siure oder Phosphorsiure). Man kann diese Beimengungen 
zwar durch geeignete Vorbehandlung entfernen, aber dieses 
Material ist wegen der groBen Verdiinnung iiberhaupt nicht 
sehr empfehlenswert. Vortrefflich geeignet ist dagegen das kon- 
zentrierte Wasserstoffsuperoxyd, das Perhydrol, das 30 Gewichts- 
prozente = 100 Volumenprozente H,O, enthalt. Allein seiner 
regelmaBigen und ausgedehnten Verwendung steht der hohe 
Preis entgegen. Wir fanden nun ein auBerordentlich brauch- 
bares Material in dem 15-gewichtsprozentigen = 50 volumenpro- 
zentigen Wasserstoffsuperoxyd der Firma E.Merck, Darmstadt, 
die uns in dankenswerter Weise auch ein gréBeres Quantum 
dieses schénen Reagenzes fiir unsere Versuche zur Verfiigung 
gestellt hat. Dieses Hydroperoxyd’) ist frei von Phosphorsaure*) 
und Schwefelsiure, enthalt aber Spuren Halogen, die haufig so 
gering sind, daB sie vernachlassigt werden oder leicht ein fiir 
allemal in einem gréBeren Quantum des bezogenen Reagenzes 
bestimmt werden kénnen. 


A. Phosphorbestimmungen. 
a) Hefenucleinsaure. 
1. 0,3510 g lufttrockene Hefenucleinsiure wurden in 
einem langhalsigen Kjeldahlkolben zu 800 ccm aus Jenenser 


1) Der Preis dieses 15 Gewichtsprozent enthaltenden Wasserstoff- 
superoxyds ist ungefahr der gleiche wie der fiir dieselbe Menge H,O, 
in Form von 3°/,iger Handelsware. 

*) Bei einer Priifung auf Phosphorsiéure mit Ammoniummolybdat 
mu8 man das Wasserstoffsuperoxyd zunachst zerstéren, am einfachsten 
durch Verdampfen einer Quantitét des Hydroperoxyds in einer Platin- 
schale; denn H,O0, gibt auf Zusatz von Ammoniummolybdat eine gelbe 
Farbung, die von héheren Molybdainoxyden herrihrt, aber keinen Nieder- 
schlag. (S. bei Gmelin-Kraut III. 1, 8S. 909; 7. Aufl. 1912.) 
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Glas’) mit 3ccm Wasser, 3 Tropfen rauchender Salpetersdure sowie 
mit 15 ccm 15-gewichtsprozentigen Wasserstoffsuperoxyds iiber- 
gossen und */,, g festes Ferrinitrat hinzugegeben. Bei vor- 
sichtigem Erwairmen, das auf dem Wasserbade und bei einiger 
Ubung auch auf freier Flamme beziehungsweise auf dem Draht- 
netz erfolgen kann, tritt alsbald eine lebhafte Reaktion ein. 
Sie verlauft dann ohne weitere Warmezufuhr, und es ist ndétig, 
die Flamme zu entfernen. Sobald die heftige Gasentwicklung zu 
Ende ist, erhitzt man abermals, um an einer wieder einsetzenden 
Gasentwicklung zu priifen, ob noch unverbrauchtes Wasserstoff- 
superoxyd vorhanden ist; zutreffendenfalls erfolgt dann eine 
neue kraftige Reaktion. Falls diese abgelaufen oder wenn sie 
gar nicht eingetreten ist, gibt man nochmals 15 ccm des selben 
Wasserstoffsuperoxyds hinzu und verfahrt wie vorher. Nach 
Beendigung der Reaktion fiigt man noch in der Warme 3 g 
festes Ammoniumnitrat hinzu und fallt mit 50 cem Molybdan- 
lésung*). Der Molybdianniederschlag wird in gewohnter Weise 
abfiltriert und wegen des Gehaltes an Eisen gut mit Ammonium- 
nitratlésung ausgewaschen. Die weitere Verarbeitung geschieht 
wie iiblich, und der Phosphor wird als Magnesiumpyrophosphat 
zur Wagung gebracht. 

Erhalten wurden 0,1004 Mg, P,O, (=0,0280 g P) = 7,98°/, P. 

2. In einem zweiten Versuche wurden 0,5460 g Hefe- 
nucleinsaure ebenso behandelt, aber mit 50 cem 15°/, igem Wasser- 
stoffsuperoxyd oxydiert. 

Gefunden wurden 0,1584 g Mg, P,O, (= 0,0441 g P) = 8,07°/, 
Phosphor. 

3. Eine Kontrollanalyse derselben Hefenucleinséure nach 
dem Verfahren der Sodasalpeterschmelze, die Herr Dr. Rewald 
freundlichst ausgefiihrt hatte, ergab aus 0,5356 g Nucleinsaure: 
0,1564 g Mg,P,0, (= 0,0434 g P) = 8,09°/, Posphor. 


b) Pankreasnucleoproteid. 


1. 0,2630 g Pankreasnucleoproteid wurden in einem 800-ccm- 
Kjeldahlkolben zu einem Gemisch von 5 ccm Wasser und 0,5 ccm 


1) Wir haben uns fast ausschlieBlich dieser Kjeldahlkolben bedient 
und sie sehr fiir unsere Zwecke bewahrt gefunden. 

*) Wegen der Anwesenheit des als Katalysator erforderlichen Eisen- 
salzes kann man nicht direkt mit Magnesiamischung fallen. 
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rauchender Salpetersiure geschiittet. Nach Zugabe eines Kry- 
stalles von salpetersaurem Eisen wurde die Oxydation mit 70 com 
Wasserstoffsuperoxyd von 15 Gewichtsprozent ausgefiihrt. Hier 
wie in allen iibrigen Fallen, wo EiweiBkérper verwendet wurden, 
empfiehlt es sich, zunichst nur 10 ccm des Hydroperoxyds 
zuzusetzen und den Verlauf der heftigen Reaktion abzuwarten, 
die beim Erwarmen eintritt. Dabei mu8 man darauf achten, 
daB keine festen Partikelchen an der Glaswand oberhalb der 
Fliissigkeitsoberfliche haften bleiben und sich der Oxydation 
entziehen. Man erhilt schlieBlich eine véllig klare, schwach, 
kaum weingelb gefarbte Fliissigkeit, in der durch Molybdin- 
fallung nach Zugabe von Ammonnitrat in gewohnter Weise der 
Phosphor bestimmt wird. 

Gefunden wurden 0,0324 g Mg,P,0, (= 0,0090 g P) 
== 3,43°/, Phosphor. 

2. Eine Kontrolle nach dem Schmelzverfahren, die wiederum 
Herr Dr. Rewald ausgefiihrt hatte, ergab aus 0,3034 g Pankreas- 
nucleoproteid 0,0376 g Mg,P,0, =0,0105 g P= 3,46°/, Phosphor. 

Bemerkt sei, daB das verwendete Nucleoproteid beim Trock- 
nen 9,40°/, Wasser verlor. (Der Gehalt von 3,7°/, P zeigt an, 
daB dieses Proteid ein Gemisch von Hammarstens a-Proteid 
und Steudels Nuclein ist.) 


c) Casein. 


1. 0,5692 g Casein (Hammarsten) wurden in einen Kjeldahl- 
kolben eingetragen, in dem sich ein Gemisch von 5 ccm Salpeter- 
siure und 5ccm Wasser befanden. Diese Mischung wurde unter 
Nachfiillen von einigen Kubikzentimetern Wasser erhitzt bis zum 
Eintritt der kraftigen Xanthoproteinreaktion. Dann wurde 0,1 g 
festes Eisennitrat und in vier Teilen 100 ccm 15°/,iges Wasser- 
stoffsuperoxyd hinzugegeben. Die Reaktion ist so zu leiten, daB 
sie in 20 bis 25 Minuten beendet ist. Dabei geht auch der auf- 
tretende gelbe Niederschlag ohne weiteres oder bei kurzem 
Erhitzen in Lésung. Durch Schiitteln ist auch hier dafiir zu 
sorgen, daB von dem anfanglich vorhandenen festen Material 
nichts an der Glaswandung haften bleibt. Nach Abstumpfung der 
sauren Reaktion durch Ammoniak und Zugabe von 5 g Ammonium- 
nitrat in Substanz wird in gewohnter Weise mit 50 ccm Molybdan- 
lésung gefallt. In diesem Falle wurde das mit verdiinntem 
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Ammoniak und Alkohol ausgewaschene Magnesiumphosphat nach 
der Methode von A. Hebebrand?) titriert. Verbraucht wurden 
32,1 com ™/,59-Salzsiure (= 0,0050 g P) = 0,87°/, Phosphor. 

2. In einer zweiten und gleich behandelten Probe desselben 
Caseins wurde die Phosphorbestimmung gravimetrisch als Mag- 
nesiumphosphat ausgefiihrt. Erhalten wurden aus 0,2782 g Casein 
0,0089 g Mg,P,0, = 0,89°/, Phosphor. 

3. Die Kontrollanalyse, bei der dasselbe Casein mit Soda 
und Salpeter verschmolzen war, ergab fiir die wasserfreie Substanz 
einen Gehalt von 0,87°/, Phosphor. 


4. Wie ersichtlich, enthalt das Casein auBerordentlich viel 
Kohlenstoff (53,0°/,) neben sehr wenig Phosphor (0,87°/,). Man 
kénnte deshalb daran denken, die Hauptmenge der organischen 
Substanz durch eine einfache Verkohlung mit konz. Schwefel- 
siure dem Angriff des Wasserstoffsuperoxyds leichter zuging- 
lich zu machen, und in der Tat liefert auch dieses Verfahren 
gute Resultate, um so mehr, als man dann auch gréBere Mengen 
Casein bequem verarbeiten kann. 


1,1155 g Casein wurden in 3ccm konzentrierter Schwefel- 
saure, die sich im Kjeldahlkolben befanden, eingetragen. Man ver- 
koh]t dann vorsichtig iiber einer kleinen Flamme bis zur massen- 
haften Entwicklung von schwefliger Siure, wobei eine braun- 
schwarze, dickfliissige Masse entsteht. Diese Operation dauert 
etwa 3 Minuten. Man setzt nunmebr etwa 0,2g festes Ferri- 
nitrat und 100 ccm 15°/, iges Wasserstoffsuperoxyd in fiinf An- 
teilen von 20 ccm hinzu. In der Regel hellt sich die Fliissigkeit bei 
der dritten Zugabe des Wasserstoffsuperoxyds auf und liefert 
zum SchluB eine vollkommen klare, schwach weingelbe Fliissig- 
keit. Dieselbe wird mit Ammoniak alkalisiert und mit verdiinnter 
Salpetersiure angesiuert. Da angeblich bei Gegenwart von 
Sulfaten die Molybdanfallung der Phosphorsaure schwieriger aus- 
fiihrbar ist, wurde ein gréBerer Uberschu8 Ammoniumnitrat (12 g) 
und 150 ccm Molybdanlésung angewendet. 

Erhalten wurden 0,0360 g Mg,P,0, (=0,0100 gP)=0,89°/, P. 

Wie man sieht, ist die Ubereinstimmung in allen Fallen 
eine gute. 


1) Siehe b. A. Claassen, MaBanalyse, 1912, S. 214. 
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d) Lecithin. 

Zu den Versuchen verwendeten wir das kaufliche Lecithin- 
Agfa. Vorversuche haben ergeben, daB die Oxydation allein mit 
Wasserstoffsuperoxyd einen unverhaltnismaéBigen Verbrauch an 
diesem Reagens bedingt, weil natiirlich die hohen Fettsiuren 
des Lecithinmolekiils nur schwer zerstért werden. Deshalb 
empfiehlt sich auch hier die zuvor (S.201) beschriebene Ankohlung 
mit konzentrierter Schwefelsaure. Das Lecithin kann trotz seiner 
plastischen Konsistenz bei einiger Ubung in Form eines zusammen- 
haingenden Stiickes von dem zuriickzuwiegenden Ubhrglas in 
einen Kjeldahikolben gebracht werden. Man kann dasselbe auch 
auf einem Streifchen Seidenpapier abwiegen und in dieses ein- 
gehiillt in das OxydationsgefaB bringen. 

0,3046 g Lecithin wurden mit 2,5ccm konzentrierter Schwefel- 
siure 5 Minuten auf dem Baboblech erhitzt, wobei schweflige 
Saure entweicht. Dann gibt man 5 ccm Wasser sowie 0,1 g 
festes Eisennitrat hinzu und oxydiert durch fiinfmaligen Zusatz 
von je 25 ccm 15°/,igen Wasserstoffsuperoxyds. Die weitere Ver- 
arbeitung erfolgt wie beim Casein (s. 8. 200). Sie liefert 0,0380 g 
Mg,P,0, (=0,0106 g P) = 3,48°/, Phosphor. 

Die Kontrollbestimmung in diesem Agfa-Lecithin durch 
Dr. Rewald nach dem Schmelzverfahren ergab einen Gehalt 
von 3,56°/, Phosphor. 


e) Giycerinphosphorsaures Calcium. 

0,2936 g lésliches Calciumglycerophosphat des Handels’) 
wurden mit 5 com Wasser, einigen Tropfen Salpetersaure, 0,1 g 
Ferrinitrat und 50 ccm Wasserstoffsuperoxyd behandelt. Erhalten 
wurden 0,1250 g Mg,P,0, (=0,0348 g P) = 11,85°/, P. 

Die Kontrolle (Rewald) durch Aufschlu8 mit Soda-Sal- 
peterschmelze ergab fiir 0,1959 g Substanz 0,0848 g Mg,P,0O, 
= 0,0235 g P =11,99°/, Phosphor. 


f) Hexosediphosphorséureosazon. 
In der nach den Angaben von v. Lebedew’) dargestellten 
Phenylhydrazinverbindung des Hexosediphosphorsaureosazons laBt 
sich der Phosphor leicht mit der Wasserstoffsuperoxydmethode 


1) Nicht weiter getrocknet. 
®) A.v. Lebedew, diese Zeitschr. 28, 215, 1910. 


een 
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bestimmen, wahrend nach v. Lebedew (1. c.) hier das Verfahren 
von H. Pringsheim z. B. versagt. 

0,2120 g Substanz wurden mit 20 ccm siedendem Eisessig 
iibergossen, mit 1 ccm konz. Salpetersiure versetzt und nach 
Zugabe von 0,1 g Ferrinitrat mit 5mal je 20 com H,O, oxydiert. 
Die Flissigkeit wird durch Eindampfen von Eisessig befreit, 
mit Wasser aufgenommen, mit NH, alkalisiert und nach dem 
Ansauern mit Salpetersiure in iiblicher Weise mit Molybdan- 
lésung usw. behandelt. 

Erhalten wurden 0,0428 g Mg,P,0, (= 0,0119 g P) 
C,,H,,N,0,P: Ber P = 5,68°/,; gef. P = 5,61°/,. 

Auch in wasserig-salpetersaurer Lésung kann die Substanz 
mit H,O, aufgeschlossen werden. Man mu8 dann, wie in allen 
ahnlichen Fallen, bis zur klaren Auflésung erhitzen. 


Auch die dem Osazon — siehe Versuch f — zugrunde liegende 
Hexosediphosphorsiure konnte nach unserer Methode analysiert 
werden. 

g) Hexosediphosphorsaures Calcium. 

1. 0,3510 g trockenes Calciumsalz wurden mit einigen 
Tropfen verdiinnter Salpetersiure iibergossen und bei Gegen- 
wart von etwas Eisennitrat mit 5mal je 25 cem 15°/,igen 
Wasserstoffsuperoxyds in der iiblichen Weise oxydiert. 

Zur Wagung gebracht wurden 0,1620 g Mg,P,O, (= 
0,0450 g P) = 12,82°/, Phosphor. 

2. Eine Kontrolle nach der Methode des Schmelzens mit 
Soda-Salpeter ergab fiir das verwendete hexosediphosphorsaure 
Calcium einen Gehalt von 12,81°/, P. 


B. Schwefelbestimmungen. 


Unsere Untersuchungen schwefelhaltiger Substanzen er- 
strecken sich auf Korper mit ganz verschiedenartig gebundenem 


Schwefel. 
a) Thioharnstoff. 


1. 0,3150 g Substanz wurden mit etwa 3 ccm Wasser, 
einem Tropfen rauchender Salzsiure sowie einem Krystillchen 
Ferrochloriir in einen Kjeldahlkolben versetzt. Die Oxydation 
geschah in der bei den Phosphorverbindungen beschriebenen 
Weise durch viermaligen Zusatz von je 20 ccm 15°/, igen Wasser- 
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stofisuperoxyds. Vor dem Zusatz von BaCl, wurde alsdann noch 
Salzsiure hinzugegeben und siedend gefallt; bei dieser Arbeits- 
weise haben wir in keinem Falle eine stérende Verunreinigung 
des Bariumsulfats festgestellt. 

Erhalten wurden 0,9546 g BaSO, (= 0,1311 g Schwefel) 
== 41,63°/, S. Fiir CSN,H, berechnet sich S = 42,10 °/,. 

2. Eine zweite Bestimmung mit demselben lufttrockenen 
Material ergab folgendes: Aus 0,6894 g Substanz wurden 2,0976 g 
BaSO, (= 0,2880 g 8) erhalten. Das entspricht 41,77°/, Schwefel. 

Wie ersichtlich, bietet die Analyse des Thioharnstoffes nach 
diesem katalytischen Verbrennungsverfahren keinerlei Schwierig- 
keiten, wahrend gerade in der Literatur’) Angaben dariber 
vorliegen, da8 die Bestimmung des Schwefels im Thioharnstoff 


Schwierigkeiten bereitet. 


b) Rhodanammonium. 

1. Auch das Isomere des Thioharnstoffes, das Ammonium- 
rhodanid, gibt bei der Behandlung mit Wasserstoffsuperoxyd in 
Gegenwart von Eisen seinen Schwefel als Sulfat ab. 

10,0 ccm einer ®/,,-NH,CNS-Lésung wurden mit 60 ccm 
des starken Wasserstofisuperoxyds oxydiert unter Zusatz von 
Ferrochlorid und einer Spur Salzséure. Das Verschwinden der 
Rhodaneisenreaktion zeigt zugleich das Ende der Reaktion an. 
Zur Wagung gebracht wurden 0,2356 g Bariumsulfat, waihrend 
0,2335 g theoretisch zu erwarten waren. 

2. In einem zweiten Falle wurden 10,0 ccm derselben Rho- 
danammoniumlésung ebenso behandelt. Sie ergaben 0,2345 g 
BaSO,, d.h. fast genau die theoretische Menge. 

3. Auch in ammoniakalischer Lésung 1laBt sich, wie 
eingangs erwahnt, die Zersetzung durch Wasserstoffsuperoxyd 
durchfiihren. Natiirlich fallt die Zugabe des Eisens dann fort. 
In ammoniakalischer Lésung vollzieht sich die Reaktion nicht 
so stiirmisch wie in der sauren und erfordert etwas mehr Zeit. 

Die Arbeitsweise geht aus folgenden Beispielen hervor: 
10,0 ccm einer anderen n-Rhodanlésung wurden mit 20 ccm 
starken Ammoniaks und mit 100 ccm 15°/,igen Hydroperoxyds 
in 4 Anteilen versetzt; die Mischung wurde im langhalsigen 


1) W. Liwenstamm, Diss. Berlin 1901. 
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Kjeldahlkolben auf dem Wasserbade erwirmt. Wenn nach 
mehreren Stunden kein Wasserstoffsuperoxyd mehr vorhanden 
ist, wird direkt salzsauer gemacht oder zuvor ‘ein Teil des 
Ammoniaks abgedampft und in iiblicher Weise das Barium- 
sulfat gefallt. Wir erhielten 0,2338 g BaSO, statt 0,2335 g. 


c) Allylsenf6l. 


Wie vorauszusehen war, sind auch die Alkylderivate der 
Rhodanwasserstofisiure fiir die neue Bestimmungsmethode ge- 
eignet. Die Analyse kann in saurer und hier mit besonderem 
Vorteil auch in alkalischer Lésung vorgenommen werden. 

1. Bestimmung in saurer Lésung. 0,3358 g Allyl- 
senfél wurden in einen langhalsigen Kjeldahlkolben mit 50 ccm 
Eisessig iibergossen und nach Zugabe von 1 cem rauchender 
Salzsiure sowie von 0,1 g festem Ferrochlorid an einem Energie- 
riickfluBkiihler von 1,80 m Lange erwirmt. Durch die Glas- 
schlange des Kiihlers wurden zunichst 20 ccm des 15°/, igen 
Wasserstofisuperoxyds zuflieBen gelassen. Die Reaktion mu8 
hier wie in allen iibrigen Fallen, wo fliichtige Substanzen zur 
Analyse gelangen, derartig geregelt werden, daB keinerlei Dampf 
aus dem offenen Kiihlerende entweicht. Das laBt sich bei einiger 
Ubung erreichen, wenn jedes explosionsartige Aufkochen ver- 
mieden wird und die Reaktion unter schwacher Gasentwicklung 
verliuft. Das Erhitzen des in einem Baboblech stehenden 
Kjeldahlkolbens darf zumeist nur mit der Sparflamme aus- 
gefiihrt werden. Von dem ruhigen Verlauf der Reaktion hangt 
der Erfolg ab. Ist es zu heftigem Aufwallen gekommen, so ist 
der Ansatz ohne weiteres zu verwerfen. 

Wenn schlieBlich die Gasentwicklung beendet ist, erhitzt 
man nach Fortnahme des Kiihlers auf dem Baboblech unter 
Zusatz von 50 ccm 5°/,iger Salzsiure zu lebhaftem Sieden und 
fallt hei8 mit Bariumchlorid. Bei kurzem Stehen auf dem 
Wasserbade setzt sich das Bariumsulfat aus der stark essig- 
sauren Lésung besonders gut ab. 

Erhalten wurden 0,8000 g Bariumsulfat (— 0,1098 g S) 
== 32,71°/, Schwefel. Der theoretische Gehalt des Allylsenféles 
an Schwefel betragt 32,32°/, S. 

2. Bei den Senfdlen ist man in der Lage, die fliichtige 
Verbindung sehr leicht in eine nichtfliichtige umzuwandeln, 
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namlich durch Behandlung mit Ammoniak, wobei ein Thio- 
harnstoff entsteht. Der Schwefel der letzteren kann dann in 
der ammoniakalischen Lésung ohne weiteres durch Wasserstoff- 
superoxyd in Sulfat iibergefiihrt werden. 

0,2164 g Allylsenf6l wurden im Kjeldahlkolben mit 10 ccm 
konzentriertem Ammoniak versetzt und nach einigem Stehen 
mit 40 com Wasser verdiinnt. Durch 4 maligen Zusatz von je 
25 cem des starken Wasserstoffsuperoxyds wurde alsdann die 
Umwandlung in Sulfat vollzogen. Zur Waigung kamen 0,5085 g 
Bariumsulfat (= 0,0697 g Schwefel) = 32,24°/, S. 


d) Chondroitinschwefelsaures Natrium. 

Theoretisch ist bei den Atherschwefelsiuren durch einfache 
Zerlegung die Schwefelsiure abspaltbar. In Wirklichkeit wird 
jedoch bei den hochmolekularen Gliedern dieser Kérpergruppe 
wahrend der zur Hydrolyse erforderlichen Zeit so viel kohlen- 
stoffhaltiges Material unléslich abgeschieden, daB in der Regel 
eine Veraschung erforderlich ist. Bei diesen Verbindungen 
bietet die katalytische Verbrennung mit Wasserstoffsuperoxyd 
ebenfalls Vorteile, indem sie eine sehr viel schnellere Loslésung 
der Schwefelséure erméglicht als die einfache Saurenhydrolyse. 

0,5894 g chondroitinschwefelsaures Natrium wurden in 
10 com heiBes Wasser eingetragen und mit 1 ccm rauchender 
Salzsiure sowie einer Spur Ferrochlorid versetzt. Die Oxyda- 
tion geschah mit 100 ccm Wasserstoffsuperoxyd, das in 5 An- 
teilen zugesetzt wurde. Aus der vollig klaren Fliissigkeit wurde 
nach Zugabe von Salzsiure das Bariumsulfat in iiblicher Weise 
gefallt. Erhalten wurden 0,2242 g BaSO, (= 0,0308 g Schwe- 
fel) == 5,22°/, S. 

2. Die Kontrolle geschah durch Soda-Salpeterschmelze und 
ergab 5,23°/,S in dem gleichen Praparat. 


e) Cholesterinschwefelsaures Kalium. 

Fiir die Cholesterinschwefelséure') liegen die Verhiltnisse 
ahnlich wie fiir die Chondroitinschwefelsiure. Wir paBten hier 
die Methode der Natur der Substanz in folgender Weise an. 

0,5534 g cholesterinschwefelsaures Kalium wurden in 30ccm 
Eisessig hei8 gelést und nach Zugabe von einem Krystillchen 


1) Siehe J. A. Mandel und C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 186, 1915. 
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Eisenchloriir mit 100 com 15°/,igen Wasserstoffsuperoxyds oxy- 
diert, anfangs auf freier Flamme, spiter auf dem Wasserbade. 
Durch Fallung mit Bariumchlorid wurden erhalten 0,2636 g 
BaSO, (= 0,0362 g Schwefel) = 6,54°/, S. 

Theoretisch enthalt die Verbindung 6,35°/, S?). 


f) Casein. 


Ahnlich wie der Phosphor 148t sich im Casein der Schwefel 
ermitteln, und zwar kénnen beide Metalloide in einer Substanz- 
probe ermittelt werden. 

Wir Pc hierbei folgendermaBen: 1,0050 g wasser- 
freies Caseifi nach Hammarsten wurden unter Erwarmung in 
3 ccm rauchender Salpeterséure gelést. Nach Zugabe von 5 ccm 
Wasser und etwas festem Eisennitrat wurde in der auf Seite 200 
beschriebenen Weise mit 100 ccm Wasserstoffsuperoxyd oxydiert. 

«) Zur Bestimmung des Schwefels wurde die siedende 
Lésung mit 10°/,igem Bariumacetat gefallt. Erhalten wurden 
0,0602 g BaSO, (= 0,0082 g Schwefel) = 0,81°/, S. 

8) Im Filtrat der Bariumacetatfallung wurde ohne weiteres 
die Phosphorséure mit Molybdanlésung niedergeschlagen. Die 
Weiterverarbeitung lieferte 0,0300 g Mg,P,O, (= 0,0083 g P) 
= 0,826°/, P, 

Die besten in der Literatur vorhandenen Analysen fiir 
Casein gaben einen Schwefelgehalt von 0,76 bis 0,82 und einen 
Phosphorgehalt von 0,85°/, an. Wie man sieht, liefert unsere 
schnell ausfiihrbare Methode hier recht scharfe Werte. 


g) Thiosulfat. 

1. Auch in einer anorganischen Schwefelverbindung, dem 
Thiosulfat, konnten wir nach dem katalytischen Oxydations- 
verfahren quantitativ den gesamten Schwefel als Schwefelsaiure 
bestimmen. Wir gingen aus von %/,,-Thiosulfat. 10,0 ccm 
wurden zunichst mit 50 ccm Wasserstofisuperoxyd von 15°/,, 
dann mit einer Spur Eisenchloriir und mit 1 ccm Salzsaure ver- 
setzt. Der Vorsicht wegen wahlt man die angegebene Reihen- 
folge. Sie verhindert eine vorherige anderweitige Zerlegung des 
Thiosulfats. Denn nach Willstatter”) wird neutrales Thio- 


1) Siehe J. A. Mandel und C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 190, 1915. 
*) R. Willstatter, Ber. 36, 1831, 1903. 
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sulfat in der Kalte durch Wasserstoffsuperoxyd (ohne Gegen- 
wart von Eisen) im Sinne der Gleichung 

2 Na,S,O, + 4 H,O, = 4 H,O + Na,S,0, + Na,SO, 
unter Bildung von Trithionat veraindert. Zur Vervollstandigung 
der Oxydation, zu deren Anfang voriibergehend eine schmutzig 
weinrote, dann braunliche Farbung auftritt, wurde nochmals 
das gleiche Quantum Wasserstoffsuperoxyd hinzugegeben. Er- 
halten wurden 0,4619 g Bariumsulfat statt 0,4660 g. 

2. Auch die Oxydation des Thiosulfats in ammoniakalischer 
Lésung gelingt. 

10,0 cem /,5-Na,S8,0,-Lésung wurden mit 10 ccm 25°, 
NH, und im ganzen mit 100 com H,O, von 15°/, auf dem 
Wassertade etwa 1 Stunde erhitzt. 

Gefunden 0,4641 g BaSQ,. 

Wir wollen nicht unerwahnt lassen, daB wir bei folgenden 
schwefelhaltigen Kérpern auch MiBerfolge oder nur einen teil- 
weisen Erfolg bei Anwendung des neuen Verfahrens zu ver- 
zeichnen haben. So bleibt die Abspaltung des Schwefels aus 
Taurin auch bei Anwendung gréBerer Mengen Wasserstoff- 
superoxyds nur unvollstindig. Beim Thiophen scheitert die 
direkte Bestimmung des Schwefels daran, da8 ein Teil (ca. */,) 
gasférmig in Form von Schwefelwasserstoff entweicht, waihrend 
2/, bei der Oxydation in Eisessiglosung in Form von Schwefel- 
siure erhalten werden. Man kann zwar den bei der Thiophen- 
oxydation entweichenden Schwefelwasserstoff nach einer der 
bekannten Methoden zu Schwefelsiure oxydieren und erhialt 
ganz befriedigende Resultate; allerdings wird das Verfahren 
dann so kompliziert, daB es kaum noch Vorteile vor einer Be- 
stimmung nach Carius bietet. 


C. Halogenbestimmungen. 


Bei der Analyse der Halogenverbindungen mu8 man etwas 
anders zu Werke gehen. Es ist erforderlich, zur Bindung des 
freigemachten Halogens von vornherein Silbernitrat hinzu- 
zugeben. Falls die Verbindungen fliichtig sind, so sind die- 
selben VorsichtsmaBregeln wie beim Allylsenfél (s. 8. 205) auf 
das peinlichste zu beachten. Der Gang der Analyse ergibt 
sich aus folgendem Beispiel. 
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a) Amylbromid. 


0,2480 g Amylbromid wurden in einem Wageglischen mit 
30 ccm Eisessig gemischt. Die Lésung wurde in den lang- 
halsigen Kjeldahlkolben iiberfiihrt und das Wiageglischen 3 mal 
mit 5 ccm Eisessig ausgewaschen. In den Kjeldahlkolben wurde 
gleichzeitig ein Krystall von festem Eisennitrat sowie 1 g festes 
Silbernitrat nebst 1 ccm konzentrierter Salpeterséure eingebracht. 
Der Kolben wurde alsdann mit dem langen Energieriickflu8- 
kiihler verbunden und durch dessen offenes Ende erstmalig 
20 ccm Wasserstoffsuperoxyd eingefiihrt. Bei vorsichtigem Er- 
wairmen auf dem Baboblech mittels Sparflamme wird die Reaktion 
allmahlich eingeleitet. Es scheidet sich sehr bald Bromsilber ab, 
doch ist zur Vervollstaindigung der Reaktion noch eine 4 malige 
Zugabe von je 20 ccm Wasserstoffsuperoxyd erforderlich. Die Er- 
warmung ist so zu leiten, daB die Reaktion in etwa 6 Stunden be- 
endet ist. Wa&ahrend derselben entweicht aus dem Kihler ein 
Dampf, der nach Amylalkohol, aber nicht nach Bromamy] riecht. 

Die Bestimmung des Bromsilbers erfolgte im Quarz-Gooch- 
tiegel und lieferte 0,3064g AgBr (= 0,1304g Brom) = 52,61°/, Br. 
Theoretisch berechnet sich Br 52,98°/). 


b) Athylenbromid. 

Die Verarbeitung geschah genau wie bei Amylbromid. 
0,1986 g lieferten bei der Oxydation mit 100 ccm Wasserstoff- 
superoxyd in eisessigsaurer Lésung in Gegenwart von salpeter- 
saurem Eisen und iiberschiissigem Silbernitrat (2 g festem AgNO,): 
0,3948 g AgBr (= 0,0168 g Brom) = 84,95°/, Br. 

Berechnet fiir C,H,Br,: Br = 85,11°),. 

Zu bemerken ist, daB wihrend der Oxydation ein acetylen- 
artig riechendes Gas entwich, und daB das ausgeschiedene Brom- 
silber zunichst schwarzlich verfirbt war. Es wurde deshalb 
vor dem Sammeln im Goochtiegel auf dem Wasserbade mit 
Salpetersiure digeriert. 

Sowohl bei Athylenbromid wie bei Amylbromid empfiehlt 
es sich, den Druck in der Apparatur zu erhéhen. Zu diesem 
Zweck verbindet man das offene Ende des aufwarts gerichteten 
Kiihlers nach jedesmaliger Zugabe des Wasserstofisuperoxyds 
mit einem absteigenden Glasrohr, das in eine Quecksilbersiule 


von etwa 100 ccm Hohe eintaucht. 
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ce) Jodbenzol. 

Ganz entsprechend kann die Halogenbestimmung im Jod- 
benzol ausgefiihrt werden. 

0,3670 g Jodbenzol lieferten 0,4220 g AgJ (=0,2281 g J) 
= 62,15), J. 

Fiir C,H,J berechnet sich J = 62,26°/,. 

d) p-Jodacetanilid. 

Die feste Substanz wurde auch hier in Eisessig gelést und 
sonst wie bei den iibrigen Halogenverbindungen behandelt. Das 
Jod wurde hier titrimetrisch nach Verdiinnung der essigsauren 
Lésung mit Wasser bestimmt. Selbstverstandlich ist es wegen 
der Titration mit Rhodan erforderlich, daB alles Wasserstoff- 
superoxyd verbraucht ist, da wie vorher (siehe 8S. 204) be- 
schrieben, Rhodanide von Hydroperoxyd zerstért werden. 

Die Ausfiihrung der Bestimmungen gestaltet sich folgen- 
dermaBen: 

0,2479 g Jodacetanilid wurden mit 25 ccm heiBem Eisessig 
gelést, mit 20 ccm ®/,,-Silbernitratlésung, einigen Tropfen Sal- 
petersiure sowie einem Krystall Eisennitrat versetzt. Bei ge- 
lindem Erwarmen vollzog sich bei der Oxydation mit 100 ccm 
Wasserstoffsuperoxyd alsbald die Abscheidung von Jodsilber. 
Nach weiterer einstiindiger Erwirmung auf dem Wasserbade 
wurde nach Zugabe von Wasser und etwas Ferriammonsulfat 
in bekannter Weise der Silberiiberschu8 zuriicktitriert. 

Zur Jodbindung waren verbraucht 9,6 ccm 2®/,,-AgNO,- 
Lésung (= 0,12197 g Jod) = 49,19°/, J. 

Fiir C,H,NOJ berechnet sich: J == 48,66°/,. 

e) Dijodtyrosin. 

3,5-Dijodtyrosin, das wir nach den Angaben von Oswald’) 
darstellten und das den von diesem Autor angegebenen Schmelz- 
punkt 204° bis 205° besaB, wurde in wiisseriger Lésung oxydiert. 
0,2011 g Dijodtyrosin wurden mit 20 ccm %/,,-AgNO,, einigen 
Tropfen Salpeterséure und etwas festem Eisennitrat im Kjeldahl- 
kolben erwirmt. Die Oxydation mit 100 ccm Wasserstoffsuper- 
oxyd vollzog sich auBerordentlich schnell. Nach vélliger Zer- 
stérung des H,O,, die man hier wie in allen Fallen durch 
Einhangen eines Platindrahtes in die Lésung nach SchluB 


*) Ad. Oswald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 321, 1909. 
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der Oxydation beschleunigen kann, wurde abgekiihlt und 
titriert. Verbraucht waren 9,35 ccm ®/,,-AgNO, == 0,1187 g Jod 
= 58,81°/, J. Berechnet fiir C,H,O,J,N: J = 58,669). 


D. Arsenbestimmung. 


1. Auch bei einer Arsenverbindung haben wir das Ver- 
fahren in einem Falle bewahrt gefunden. Das Arsen liegt 
bei der energischen Oxydationsverbindung zum Schlusse als 
Arsensaure vor. 

0,5108 g Kakodylsaure, die nach der titrimetrischen Be- 
stimmung 99,45°/,ig war, wurden unter Zusatz von Eisennitrat 
und einigen Tropfen Salpetersiure im Kjeldahlkolben mit 
120 ccm Wasserstoffsuperoxyd von 15°/, oxydiert. Nach Zugabe 
von reichlich Ammoniumnitrat wird die Arsensiure mit Molyb- 
danlésung in der Warme gefallt. Die Uberfiihrung in Magnesium- 
arseniat ergab 0,5805 g Mg, As,0, (= 0,2803 g As) = 54,88°/, As. 

Fiir C,H,AsO, berechnet sich Arsen = 54,35°/,. 

2. Eine Arsenbestimmung in derselben Kakodylsiure durch 
Soda-Salpeterschmelze, die Dr. Rewald ausfiihrte, ergab aus 


0,7154 g Substanz 0,8004g Mg,As,0, = 54,12°/, Arsen. 


Anwendung der katalytischen Verbrennung in der quali- 
tativen Analyse. 

Seit einem Jahre haben wir das Verfahren der Oxydation 
mit Wasserstoffsuperoxyd und Eisen zum qualitativen Nachweis 
von Metalloiden’) in allen méglichen organischen Verbindungen *) 
benutzt und bisher keinen MiBerfolg zu verzeichnen gehabt. 

Die qualitative Priifung kann mit sehr geringen Substanz- 
mengen ausgefiihrt werden, und gibt mit Milligrammen und oft 
mit Zehntel-Milligrammen noch auBerordentlich deutliche Aus- 
schlage. Wer sich an die Probe gewohnt hat, wird sie in der 
Laboratoriumspraxis nicht mehr missen mégen. In kiirzester 
Zeit geben folgende Substanzen positive Reaktion: 

a) Phosphorséiurenachweis: Elementarer Phosphor, 
Triphenylphosphin, Triphenylphosphat, Nucleinsiéuren, Casein. 

*) Und auch in metallorganischen Verbindungen, woriiber gelegentlich 
berichtet werden wird. 

®) Vgl. die vielfachen Angaben von Jannasch iiber die Verwendung 
des Wasserstoffsuperoxydes fiir die Analyse anorganischer Verbindungen. 

14* 
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b) Arsennachweis: Benzolarsinsaure, Atoxyl, Kakodylate, 
Methyldinatriumarsenat, Dioxy-diamino-arsenobenzol (Salvarsan). 

c) Schwefelnachweis: Thioharnstoff, phenolsulfosaures 
Natrium, benzolsulfosaures Natrium, Athyldisulfid, Thioessig- 
saure, Thioglykolsiure, «-Oxythionaphtencarbonsaure, Cibaviolet, 
Trimethylsulfinjodid’), Schwefelkohlenstoff, Schwefelblumen. 

d) Halogennachweis: Dichlorhydrin, Jodhydrin (Jodthion), 
6-Chlorsalicylsiure, Triacetyl-dibromgallusséuremethylester, Jodo- 
stearin, Jodosobenzoesiure, Dichloranilin, m-Brombenzoesiure, 
Jodbenzol, Amylbromid, Acetylendichlorid, Chloroform, /-Jod- 
propionsiureester. 

e) Selennachweis: Selencyankali wird in ammoniakalischer 
Lésung zu Selensiure oxydiert, ebenso gewisse aromatische 
Selenverbindungen in saurer Lésung. Rotes Selen und gefill- 
tes Tellur gehen in Eisessiglésung in Selensiure bzw. Tellur- 
sdure tiber. 

Die qualitativen Reaktionen fiihren wir folgendermaBen aus: 

Die in Wasser oder in verdiinnten Sauren léslichen 
Verbindungen werden in einem weiten und langen Reagens- 
glase in 0,5 bis 1,0 com Lésungsmittel gelost und nach Zugabe einer 
Spur Eisensalz mit etwa 1 ccm 50°/,iger Wasserstofisuperoxyd- 
lésung erwirmt. Nach Ablauf der heftigen Reaktionen kénnen 
Phosphorséure und Arsensaure in der iiblichen Weise mit Molyb- 
dinlésung nachgewiesen werden. Schwefelsiure kann durch 
Bariumchlorid erkannt werden. Bei den Priifungen auf Phos- 
phor und Arsen verwendet man am besten Eisennitrat. Fiir 
die Erkennung der Schwefelsiure ist Eisenchloriir vorzuziehen. 
Beim Nachweise der Halogene ist es notwendig, einige Tropfen 
Silbernitrat zu der salpetersauren Lésung von vornherein zuzu- 
fiigen und als Katalysator Eisensulfat oder -nitrat zu verwenden. 
Vielfach treten voriibergehend Fiarbungen auf; man erwarmt 
bis zur Aufhellung. Wird die Reaktion zu stiirmisch, so kann 
sie durch Kiihlen mit Wasser gemaBigt werden. 

Handelt es sich um Verbindungen, die in Wasser un- 
léslich sind, so empfehlen wir, die Substanzprobe in etwa 
1 bis 2 com Eisessig zu lésen und sonst wie zuvor zu verfahren. 
Unldsliche Substanzen gehen vielfach auch im Verlaufe der 
Reaktion in Lésung. 

1) Nur in salpetersaurer Lésung. 
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In manchen Fallen kénnen an Stelle des Wasserstoffsuper- 
oxyds auch Verbindungen desselben, z. B. das Harnstoff-Wasser- 
stoffsuperoxyd, Verwendung finden. Mit den Salzen der so- 
genannten Persiuren, wie mit Ammoniumpersulfat, Natrium- 
perborat, Kaliumpercarbonat, kann ahnliches erreicht werden. 
Allein diese Verbindungen sind in der Regel viel unreiner als 
das Wasserstoffsuperoxyd selbst und auch nicht wesentlich 
billiger. Sie bieten iiberdies den Nachteil, daB eine Reihe fremder 
Elemente mit dem Oxydationsmittel eingefiihrt werden wiirde. 


Ubersicht. 

1. Starkes Wasserstoffsuperoxyd (15-gewichtsprozentiges 
von E. Merck in Darmstadt) vermag in Gegenwart von Eisen- 
salz (Ferrinitrat, Ferrosulfat oder -chlorid) organische Verbin- 
dungen derartig katalytisch zu verbrennen, da8 in ihnen ent- 
haltene Metalloide frei werden. Die Reaktion verliuft beim 
Erwarmen in wenigen Augenblicken in solehem Umfange, daB 
der qualitative Nachweis sehr allgemein auf diesem Wege er- 
bracht werden kann. Verbindungen, die in Wasser oder ver- 
diinnten Saéuren unldslich sind, werden zweckmaBig in Eis- 
essig gelést oder suspendiert. 

2. Die quantitative Bestimmung der in organischer Bindung 
vorhandenen Metalloide la8t sich in vielen Fallen mit dem 
gleichen Verfahren ausfiihren. Die Methode soll keineswegs 
fiir alle Falle empfohlen werden, sondern es ist erforderlich, 
ihre spezielle Anwendbarkeit durch einen Vorversuch festzustellen. 
Ist das Verfahren aber brauchbar, so zeichnet es sich durch 
groBe Sauberkeit und schnelle Ausfiihrbarkeit aus. In der 
Regel sind die nicht fliichtigen Verbindungen leichter zu hand- 
haben, doch kénnen mit geniigender Vorsicht auch fliichtige 
Verbindungen analysiert werden. Substanzen, die in Wasser 
oder verdiinnten Sauren unldslich sind, konnen auch in alkalischer, 
am besten in ammoniakalischer Lésung durch das Wasserstoff- 
superoxyd derartig oxydiert werden, daB das in ihnen enthaltene 
Metalloid in die héchste Oxydationsstufe iibergefiihrt wird. 
Verbindungen, die in wisserigen Solventien unldslich sind, 
kénnen in eisessigsaurer Lésung zur Analyse gelangen. 




























Ober einen einfachen Nachweis von kleinen Mengen 
Glycerin sowie von Alkoholen und Siuren der Kohlen- 
hydratreihe. 

Von 
Joh. A, Mandel’) und Carl Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Der Nachweis kleiner Mengen Glycerin) ist bisher mit 
groBen Schwierigkeiten verkniipft gewesen. 

Die Acroleinprobe leidet an dem Nachteil, daB zahlreiche 
andere organische Stoffe ahnlich riechende empyrheumatische 
Produkte entwickeln, ganz abgesehen von dem Umstande, daB 
nur konzentriertes bzw. wasserfreies Glycerin mit Bisulfat oder 
Borsaéure unter Wasserabspaltung reagiert. Das Loésungsver- 
mogen fiir Kupferhydroxyd teilt das Glycerin gleichfalls mit 
vielen Verbindungen. Die Oxydierbarkeit durch Bichromat so- 
wie die Reduktion durch Jodwasserstoff zu Isopropyljodid, die 
nur quantitative Bestimmung reiner Lésungen gestatten, sind 
zum Zwecke der Erkennung nicht brauchbar. Auch die Griin- 
farbung der Bunsenflamme, die eine mit Glycerin getrinkte 
Boraxperle hervorbringt, ist nicht charakteristisch, da andere 
Borsaureester sich ebenso verhalten. Die von Denigés vor- 
geschlagenen Farbenreaktionen erfordern lingere Zeit zur Aus- 
fiihrung. 

Sehr schnell 148t sich nun ein sicherer Nachweis des Gly- 
cerins durch folgende Reaktion erbringen. 

Eine etwas Lauge enthaltende n-NaOCl-Lésung, bereitet 
nach der sorgfaltigen Vorschrift von Raschig*), oxydiert in 
4) Gast des Kaiser Wilhelm-Instituts. 


3) Lit. s. bei C. Neuberg, Der Harn, 206—212. 
3) F. Raschig, Ber. 40, 4586, 1907. 
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der Siedehitze eine verdiinnte wiisserige Glycerinlésung fast 
augenblicklich zu Glycerose. Das Reduktionsvermégen der letz- 
teren kann, wie schon friiher angegeben’), zu einem guten Nach- 
weise des Glycerins dienen. Viel schirfer aber wird der Nach- 
weis, der sich auf den positiven Ausfall der Orcinreaktion 
griindet. Diese tritt mit beiden Bestandteilen der Glycerose, 
dem Glycerinaldehyd sowie dem Dioxyaceton, ein’). 

2ccm einer 1°/,igen oder 1°/,,igen wisserigen Glycerin- 
lésung sind durch die Orcinreaktion nach voraufgegangener Be- 
handlung mit Natriumhypochlorit in aller Schirfe nachzuweisen. 
Die Wirkung des Hypochlorits ist natiirlich im Grunde keine 
andere als die des von E. Fischer und J. Tafel*) vor bei- 
nahe 30 Jahren benutzten Oxydationsgemisches Soda plus Brom- 
wasser. Dementsprechend kann man auch eine Natriumhypo- 
bromitlésung verwenden, die analog Raschigs Vorschrift be- 
reitet ist, sowie einen guten Chlorkalk. Diese zwei Mittel bieten 
jedoch keinen Vorteil, da allem Anscheine nach NaOCl schneller 
mit Glycerinlésung reagiert und reinere Nuancen bei der Farben- 
reaktion erzeugt. 

Die Beweiskraft der Probe ist in praxi eine vollstandige. 
Zwar ist die Orcinreaktion der Glycerose der bekannten Orcin- 
probe der Pentosen und der Glucuronsiéure sehr ahnlich. Von 
praformierten Substanzen dieser Reihe kann Glycerin leicht 
durch das Fehlen des Reduktionsvermégens gegen Fehlingsche 
Mischung unterschieden werden; erst nach der Hypochlorit- 
oxydation reduziert Glycerin. Im iibrigen kénnen begleitender 
Zucker durch vorsichtiges Eindampfen mit Kalk oder Baryt- 
wasser und nachherige Ausfillung mit Alkohol-Ather entfernt 
werden. Ganz ebenso kann man Saéuren der Kohlenhydratreihe 
entfernen, die z.T. (s. unten) ebenfalls durch Hypochlorit zu Sub- 
stanzen oxydiert werden kénnen, die positiv mit Orcin reagieren. 

Es bleibt nur die Méglichkeit einer Verwechslung des 
Glycerins mit Athylenglykol und seinen Homologen, d. h. mit 
Tetriten, Pentiten, Hexiten und Heptiten. Von diesen liefern die 


1) C. Neuberg, Der Harn, 207. 

2) C. Neuberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 564, 1900; Diese 
Zeitschr. 71, 150, 1915. 

*) E. Fischer und J. Tafel, Ber. d. Deutsch. chem. Ges, 20, 


3384, 1887. 
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Alkohole der 4-, 5- und 7-Kohlenstoffreihe bei der Oxydation 
die entsprechenden Zucker’), die eine Orcinreaktion geben. Bei 
den Hexiten liegen die Verhaltnisse derart, daB zwar ihre 
direkten Oxydationsprodukte, die Hexosen, an sich nicht mit 
Orcin typisch in Umsetzung treten, daB sie aber leicht durch 
NaOCl weiter oxydiert werden offenbar zu Substanzen, die in 
die Reihe der Pentosen oder ihrer Carbonséuren gehéren. Dem- 
entsprechend reagiert z. B. auch Traubenzucker und schwacher 
die Fructose nach Kochen mit NaOCl orcinpositiv. 

Von den meisten seiner Homologen kann Glycerin schon 
durch die sehr viel gréBere Léslichkeit in Ather getrennt wer- 
den. Hierzu kommt, daB die héheren mehrwertigen Alkohole 
leicht krystallisieren und wohl selten in der Natur gerade das 
Glycerin begleiten. Das gleiche gilt vom Athylenglykol, das 
in einigen seltenen Phosphatiden angetroffen wird; bei der Oxy- 
dation mit Hypochlorit geht es in eine Substanz iiber, die mit 
Orcin-Salzsiure zwar unter Griinfarbung reagiert, aber ohne Bil- 
dung eines bestaéndigen und charakteristischen Absorptions- 
streifens im Amylalkoholauszug. Stellt man namlich die Re- 
aktion unter den Bedingungen, wo Glycerin optimal reagiert, 
mit Athylenglykol an, so bleibt sie aus, da diese Hypochlorit- 
menge schon eine Uberoxydation bedingt. 

Unter diesen Umstiinden ermdéglicht die Hypochlorit- 
Orcinreaktion einen recht sicheren 


Nachweis des Glycerins. 


Man verfahrt folgenderma8en: 

2 bis 3 ccm einer 1°/,igen oder 1°/,,igen Lésung von Glyce- 
rin in Wasser werden mit genau 3 Tropfen (= 0,12 ccm) n-NaOCl 
versetzt und eine Minute gekocht. Dann fiigt man abermals 
3 Tropfen n-NaOCl hinzu und lat wiederum eine Minute lang 
sieden. Zu der noch heifen Filiissigkeit gibt man 3 Tropfen 
gewohnliche Salzsiure (D = 1,124) und kocht 30 bis 60 Sekunden 
zur Zerstérung event. noch vorhandenen Hypochlorits bzw. zur 
Austreibung des Halogens, wobei eine vollig farblose Fliissig- 
keit entstehen muB. Dann versetzt man mit der gleichen 
Menge rauchender Salzsiure und einer kleinen Messerspitze 


1) C. Neuberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 564, 1900; J. Wohl- 
gemuth, ebendas 35, 568, 1902; G. Bertrand, Ch. C. 1909, II, 188. 
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Orcin’). Beim Kochen fiarbt sich die Mischung schén violett 
oder griinblau’). Sie zeigt direkt einen Absorptionsstreifen, 
der meist sehr viel deutlicher nach Ausschiittelung mit reinem 
Amylalkohol zutage tritt, wobei eine eingetretene Ausscheidung 
sich lést. Der Absorptionsstreifen liegt im Gelb, der Amylalkohol- 
auszug ist bei richtiger Ausfiihrung schon blaugriin gefarbt. Es 
kommen auch gelbbraune Nuancen vor; beweisend ist nur der 
typische Streifen. 

Ganz analog dem Glycerin verhalt sich gebundenes Gly- 
cerin, das wir in Form von 


glycerinphosphorsaurem Calcium 
gepriift haben. Die 1- und 0,1°/,ige Lésung des Salzes gibt 
nach Hypochloritbehandlung (2 >< je 3 Tropfen) eine prachtige 
Reaktion mit Salzsiure und Orcin. 


Wie zuvor erwahnt, reagieren die 
Homologen des Glycerins sowie deren Carbonsauren 
zum Teil ebenso oder wenigstens ahnlich mit Hypochlorit-Orcin. 
In 1°/,iger Lésung geben folgende Alkohole bei gleicher 
Behandlung mit Hypochlorit eine reduzierende Lésung und mit 
Orcin eine positive Farbprobe: 
Erythrit, 
Adonit, 
]-Arabit, 
d-Mannit, 
d-Sorbit, 
Dulcit. 


Dagegen liefert Athylenglykol*) nur bei Oxydation seiner 
1°/,igen Lésung mit 3 Tropfen Hypochlorit eine Lésung, die 
sich mit Orcin in salzsaurer Lésung farbt. 6 Tropfen oxydieren 
— wie bereits erwahnt — zu orcinnegativen K6rpern. 


1) Diese Reihenfolge des Reagentienzusatzes ist in der Regel die 
empfehlenswerteste. Ein groBer Orciniiberschu8 ist zu vermeiden, da er 
offenbar zu atypischen Kondensationsprodukten fiihrt. 

*) Sind noch Chlorspuren zugegen, so tritt eine braunliche Mib- 
farbung ein. 

*) Cholin und Aminoathylalkohol, die Derivate des Athylenglykols 
sind, reagieren nicht in dieser Weise. 
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Kraftig positiv reagieren die 
Hexonsauren, 


die in Form der Salze oder in freiem Zustande verwendet 
werden kénnen; offenbar findet ein Abbau zu Pentosen statt. 
Wir priiften mit positivem Erfolge die 1- und 0,1°/,igen Lé- 
sungen von 
d-gluconsaurem Calcium, 
d-Mannonsiurelacton, 
d-galaktonsaurem Cadmium. 
Ihnen schlieBt sich voéllig an die 
d-Glucosaminsiure, 
die so sehr einfach erkannt werden kann. 
Von den Hexosen reagieren nach Hypochloritbehandlung 
d-Glucose, 
d-Mannose und 
d-Galaktose 
positiv; ebenso verhalt sich d-Glucosamin-chlorhydrat. Die 
Farbung des Amylalkoholauszugs ist manchmal mehr olivbraun, 
doch ist ein typischer Absorptionsstreifen wahrnehmbar, wahr- 
scheinlich herriihrend von Abbauprodukten der Zucker. 





Zur Biochemie der Strahlenwirkungen. IV. 
Photochemische Bildung von Indigo aus Indican. 
Von 
Carl Neuberg und Erwin Schwenk. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin- Dahlem.) 


Im Jahre 1908 hat P. Friedlaender*) die bemerkens- 
werte Feststellung gemacht, daB der antike Purpur ein ein- 
facher Abkémmling des gewohnlichen Indigblaus, und zwar das 
6,6’-Dibromindigotin ist. 

Dieser Farbstoff ist in der Driise der Purpurschnecken in 
Form einer farblosen und nach Friedlaender leicht léslichen 
Vorstufe enthalten; er wird aus dieser erst durch Belichtung 
entwickelt. Als lésliche Vorstufen des Indigos kommen nun 
vornehmlich die Kérper der Indoxylreihe in Betracht, und 
tatsichlich sind bisher drei natiirliche Vertreter dieser Kérper- 
klasse bekannt geworden: Indoxylschwefelsiure und Indoxyl- 
glucuronsaure, die sich im tierischen Urin finden, (Harnindican), 
sowie das Pflanzenindican, das héchstwahrscheinlich als Indoxyl- 
glucosid anzusprechen ist. 

Halogenhaltige Indoxylderivate sind bisher weder im Tier- 
noch Pflanzenreich aufgefunden worden; allein die wahrschein- 
liche Muttersubstanz aller dieser Indigoderivate, das Trypto- 
phan, ist bereits durch die besondere Leichtigkeit ausgezeichnet, 
mit der es Halogen, namentlich auch Brom, unter Bildung 
rotblau gefairbter Substanzen*) aufnimmt. 

Es war somit von Interesse, zu sehen, ob ein einfaches, 


1) P. Friedlaender, Monatshefte 28, 991, 1908; Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges, 42, 765, 1909. 

*) Uber die reinen Halogenderivate der Indylaminopropionsiure 
siche C. Neuberg und N. Popowski, diese Zeitschr. 2, 357, 1906; 
24, 441, 1910. 
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natiirlich vorkommendes Indoxylderivat zur photochemischen 
Bildung von Indigo befahigt ist. 

Wir wahlten zu diesen Versuchen die Indoxylschwefel- 
siure, die jetzt nach dem Verfahren von A. Jolles und 
E. Schwenk’) leicht zugianglich geworden ist. Die nunmehr 
ganz rein vorliegende Verbindung ist sehr viel bestandiger, als 
man allgemein annimmt, und nach unseren Erfahrungen sehr 
gut fiir den gedachten Zweck geeignet. 

In einer Reihe friiherer Arbeiten hat der eine von uns 
gezeigt, daB Spuren von Metallverbindungen, wie Eisen-, Uran- 
und Mangansalzen u. a., machtige Lichtkatalysatoren darstellen *). 
Insbesondere vollziehen sich Hydrolysen und Oxydationen mit 
groBer Schnelligkeit im Licht bei Gegenwart einer kleinen 
Menge der erwahnten Katalysatoren. Auch bestimmte organische 
Substanzen, die mit den genannten Metallsalzen die Eigenschaft 
teilen, in verschiedenen Oxydationsstufen (Chinon —— Hydro- 
chinonform) aufzutreten*), sind auBerordentlich schnell wirkende 
Ubertriger der Lichtenergie. 

In Gegenwart von Spuren all der genannten Ka- 
talysatoren gelingt es nun mit tiberraschender Leich- 
tigkeit und Schnelligkeit, bei Bestrahlung mit natiir- 
lichem oder kiinstlichem Licht aus Indican Indigo zu 
erzeugen, waihrend das indoxylschwefelsaure Kalium 
unter sonst gleichen Bedingungen im Dunkeln vdéllig 
unverandert bleibt. In der belichteten Probe spaltet sich 
Schwefelsiure ab, und zugleich wird das wohl zunichst ge- 
bildete Indoxyl zu Indigo oxydiert. Diesem Indigblau sind 
anscheinend Spuren eines rétlichen, an Indirubin erinnernden 
Farbstoffes beigemengt; letzterer tritt bekanntlich fast bei allen 
Indigobildungen als Nebenprodukt auf. Somit entsteht Indigo 
photochemisch aus einer farblosen Vorstufe der C,- 
Reihe, ein Vorgang, der mit der Entwicklung des natiirlichen 
Purpurs in der belichteten Schnecke weitgehende Abnlichkeit 
aufweist. 


1) A. Jolles und E. Schwenk, diese Zeitschr. 68, 347, 1915. 

*) Siehe bei C. Neuberg, Beziehungen des Lebens zum Licht. 
Monogr. Berlin 1913. 

%) Siehe hierzu: C. Neuberg und A. Galambos, diese Zeitschr. 
61, 315, 1914; C. Neuberg und W. H. Peterson, ebenda 67, 63, 1914. 
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Experimenteller Teil. 


Wir verwendeten 0,75°/, ige Lésungen von reinstem indoxyl- 
schwefelsauren Kalium, die in kleinen, méglichst ‘gleichen Rea- 
gensglaisern aus Quarz bzw. aus gewohnlichem Glas in etwa 25 cm 
Entfernung von einer Quecksilberlampe’) aufgestellt wurden. 
Eine Erwarmung kommt dabei nicht in Betracht, und iiberdies 
zeigen die im direkten Sonnenlicht an kalten klaren Winter- 
tagen (Temperatur in der Sonne nicht iiber -+-10°) vor- 
genommenen Versuche, da8 die Warmestrahlung keine Rolle 
spielt und da8 das Licht der Sonne ebenso wirkt wie das der 
Quecksilberlampe. Nach erfolgter Bestrahlung wurde der 
Rohreninhalt in einen Schiitteltrichter iibergespiilt; die Reagens- 
glaser wurden mit Chloroform mehrmals ausgekocht und die im 
Schiitteltrichter befindliche Lésung zuerst mit diesem und dann 
mit frischem Chloroform bis zur Erschépfung an Farbstoff aus- 
geschiittelt. Die Extrakte wurden in ein kleines Titrierkélbchen 
abgelassen, und auf dem Wasserbade das Chloroform abgedampft. 
Der Riickstand wurde mit 10 ccm konzentrierter Schwefelsdure 
etwa 5 Minuten lang erwairmt, und die so erhaltene Lésung 
von Indigoschwefelsaure wurde alsdann nach dem fiir die Harn- 
indicanbestimmung angegegebenen Verfahren von Ellinger’) 
mit auf reines Indigotin eingestellter Permanganatlésung titriert. 
1 ccm unserer Lésung entsprach 0,0002538 g Indigo. 


Versuch 1. 


Katalysator: 0,2 bis 1 ccm einer 1°/,igen Lésuug von 
Ferrosulfat. 


Bestrahlungsdauer: 3'/, Stunden. 

GefaB: Quarzréhrchen’*). 

Verwendete Menge: 10ccm 0,75°/,ige Lésung von 
indoxylschwefelsaurem Kalium. 


1) Zu den Versuchen diente die ,Kiinstliche Héhensonne* der 
Quarzlampengesellschaft. 

*) A. Ellinger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 38, 178, 1903. 

*) Versuch 1 zeigt, daB bei Verwendung von QuarzgefaiBen auch 
die rein waBrige Lésung von indoxylschwefelsaurem Kalium verandert 
wird. Das ist bei Beniitzung von Glasréhren innerhalb unsrer Bestrah- 
lungszeiten nicht der Fall. Deshalb bedienten wir uns in den spiteren 
Ansatzen nur noch der GlasgefaBe. 
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Dunkel- 


Bestrahlt kontrolle 





Katalysator . . - .| leem | 0,2ccem i1 ecm H,O] 1 ccm 














Bei der Titration verbrauchte 
Permanganatlésung . . ccm 5,8 
Erhaltene Menge Indigo. mg 1,47 








4,9 2,4 
| 1,24 0,69 
Versuch 2. 


Wie vorstehend, jedoch in Réhren aus gewohnlichem Glase’), 








Dunkel- 


Bestrahlt kontrolle 








Katalysator. . . ; lcom 








Zur Titration verbrauchte 
Permanganatlésung . . ccm 
Erhaltene Menge Indigo. mg 








Versuch 3. 
Katalysator: 0,06 bis 0,3 ccm einer 1°/,igen Loésung 
von Ferriammonsulfat. 
Bestrahlungsdauer: 4 Stunden. 
GefaBe: Glasrohrchen. 
Verwendete Menge: 3 ccm 0,75°/,ige Lésung von indoxyl- 
schwefelsaurem Kalium. 








Dunkel- 


Bestrahlt kontrolle 





Katalysator .... 0,3 com 0,06 com 0,3 cem 








Zur Titration verbrauchte Per- 
manganatlésung. . . . ccm deutl. Spur 
Erhaltene Menge Indigo . mg 0,36 0,28 —_ 











Die vorstehenden Versuche lehren, daB die Oxydations- 
stufe des Eisens keinen nennenswerten EinfluB auf das Er- 
gebnis ausiibt, da selbst bei dem Zusatz von Ferrieisen im 
Dunkelversuche nur Spuren von Indigo gebildet wurden. 


Versuch 4. 


Katalysator: 1°/,ige Lésung von Uranyilsulfat. 
Bestrahlungsdauer: 4 Stunden. 


1) Siehe Anmerkung 3 auf S. 221. 
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GefaBe: Glasréhrchen. 
Verwendete Menge: 3,0 ccm 0,75°/,iger Lésung von 
indoxylschwefelsaurem Kalium. 























Dunkel- 
Bestrahlt enheiiie 
Katalysator .... 0,3 ecm 0,06 com 0,3 cem 
Zur Titration verbrauchte Per- 
manganatlésung. . . . ccm 0,9 0,7 0 
Erhaltene Menge Indigo . mg 0,23 0,18 0 


Neuberg’) hat schon darauf hingewiesen, daB auBer den 
Eisen- und Uranverbindungen auch andere Metalle und Me- 
talloide, die in verschiedenen Oxydationsstufen auftreten kénnen, 
fiir diese Art von Photokatalysen geeignet sind. Wir zogen 
noch die schon friiher als wirksam erkannten Mangano-, Ceri- 
und Cerosalze sowie Arseniat zu unseren Versuchen heran. 


Versuch 5, 6 und 7. 

Katalysatoren: «) 1°/,ige Lésung von Manganosulfat; 
B) 1°/,ige Lésung von Cerisulfat; y) 1°/,ige Lésung von Kalium- 
arseniat. 

Bestrahlungsdauer: 4 Stunden. 

GefaiBe: Glasrdhrchen. 

Verwendete Menge: 3,0 ccm 0,75°/,iger Losung von 
indoxylschwefelsaurem Kalium. 














x p ? 
ee 28 rey 
|35 Zs | $3 
Bestrahlt | ce = | Bestrahlt) €5 | Bestrahit | 25 
ee ow | CR 
Katalysator . .}| Manganosulfat Cerisulfat Kaliumarseniat 


0,3 | 0,06 | 0,3 | 0,3 | 0,06 | 0,3 03 | 03 
cem | cem | cem | ccm | cem | ccm ecm =| cem 








’ s cs 
Zur Titration ver- | 


brauchte Permanga- | 











natlésung . . .ccm|1,0 |1,1 | 0 [04 2%) o | o4 | 0 
Erhaltene Menge In- | - oy 
digo . ... . mg}0,25/0,28; 0 |01} — | 0 01 | 0 
Versuch 8. 


Uber die Wirkung von Chloriden des 2- und 3-wertigen 
Cers gibt folgende Ubersicht AufschluB. 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 29, 281, 1910. 
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Katalysatoren: «) 1°/, Cerochlorid; f) 1°/, Cerichlorid. 
Bestrahlungsdauer: 4 Stunden. 
GefaBe: Glasréhrchen. 
Verwendete Menge: 3,0 ccm 0,75°/,iger Lésung von 
indoxylschwefelsaurem Kalium. 
































a B Y 
=] ge te] 3 | ee |ee] = | ee |te 
2 | £2 22) 2 | £2 22] 2 | £2 23 
| Ee SE] & | SE LEEL = | SE EE 
&S | ab [OF] s | ar Ab] & | ae AS 
Katalysator . Cerochlorid Cerichlorid Wasser 
0,3 ecm 0,3 ecm 0,3 com 
Zur Titration  ver- | 
brauchte Permanga- | 
natl6sung . . . ccm | 3,1 Spuren| 0 [1,1 |Spuren| 0 |0,7 |Spuren| 0 
Erhaltene Menge In- } | 
re mg}0,79; — | 0 10,28; — |—]018! — | 0 


Als Vertreter der zuvor (s. 8. 220) erwahnten organischen 
Katalysatoren benutzten wir zwei Anthracenderivate, das 
2,7-anthrachinondisulfosaure Natrium und das 9,10-di- 
chloranthracen-2,7-disulfosaure Natrium. 


Versuch 9 und 10. 
Katalysatoren: @) 1°/,ige Lésung von 2,7-anthrachinon- 
disulfosaurem Natrium; £) 1°/,ige Lésung von 9,10-dichlor- 
anthracen-2,7-disulfosaurem Natrium. 
Bestrahlungsdauer: 4 Stunden. 
GefaBe: Glasréhrchen. 
Verwendete Menge: 3,0ccem 0,75°/,ige Lésung von 
indoxylschwefelsaurem Kalium. 











x B 
ea $A ea 34 
Bestrahit| £2 |23] Bestrahit | #2 | 42 
5 IAS 5 165 
— > 








Katalysator . . 


2,7-anthrachinon- 
disulfosaures Na 
0,3 | 0,06 | 0,8 | 0,3 
cem} ccm | com |ccm 


9,10-dichloranthracen- 
2,7-disulfosaures Na 
0,3 | 0,06 | 0,3 | 0,38 


cem | ccm |; com jccem 








Zur Titration verbrauchte 
Permanganatlésung . ccm 


Erhaltene Menge Indigo mg 





| 
| deutl. 
0,7 \Spuren|Spuren 0 


610 a} am he 











2,9 deutl. 2,5 | 0 


Spuren! 


0,74| — | 0,64! 0 











RE 
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In den bisher beschriebenen Versuchen 1 bis 10 spielte 
sich die Lichteinwirkung in neutraler Lésung ab. DaB 
der photolytische Effekt auch in saurer Liésung noch 
deutlich zutage tritt, wo allerdings das indoxylschwefelsaure 
Kaliam auch im Dunkeln etwas verindert wird, zeigen die 
folgenden Versuche. In der Dunkelkontrolle wird ebenfalls Indigo 
gebildet, doch entsteht im Lichte sehr deutlich mehr. 


Versuch 11 und 12. 


Katalysator: 1°/, Ferriammonsulfat. 
Zusatze: a) 0,3 ccm "/,,-Salzsiure; 8) 0,3 com n-Essigsaure. 


Bestrahlungsdauer 


: */, Stunde. 


GefaBe: Glasréhrchen. 
Verwendete Menge: 3,0 ccm 0,75°/,iger Lésung von 
indoxylschwefelsaurem Kalium. 








x 
0,3 com */,,-Salzsiure 





Dunkel- 
versuch 


Bestrahlt 





B 
0,3 com n-Essigsiure 
Bestrahit | Dunkel- 


versuch 
t 





Katalysator . . 


03 | 0,06 | 03 
ccm ccm | ccm 





0,3 | 0,06 | 03 
com com | ccm 





Zur Titration verbrauchte Per- 
manganatlésung . . . ccm 
Erhaltene Menge Indigo. mg 








4 12 | 0,6 
386 | 0,31 | 0,15 


| 
| 
1 | 
0,36 | 


Alle 12 Versuche zeigen ohne Ausnahme, da8 Licht aus 
einer farblosen Indigovorstufe in Gegenwart von geringen 
Mengen verschiedenartiger Katalysatoren Indigoblau entwickelt. 
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Uber das Wesen der natirlichen Bernsteinsaurebildung. 


I. Mitteilung. 


Die Bernsteinséiuregiérung der a-Ketoglutarsiure. 
Von 


C. Neuberg und M. Ringer. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie zu Berlin-Dahlem.) 


Die zuckerfreie Garung aller a-Ketosiuren verlauft nach 
allen bisherigen Erfahrungen grundsiatzlich in gleicher Weise: 
Unter der Wirkung der Hefen-Carboxylase verlieren diese Sub- 
stanzen Kohlensaéure und es entsteht der Aldehyd der um ein 
Kohlenstoffatom armeren Reihe: R-CO-CO,H=CO,-+-R-COH. 
Dieser Aldehyd kann alsdann in mehr oder minder gréBerem 
Umfange weiter verindert werden, wobei in der Hauptsache 
durch die reduzierenden Agenzien der Hefe eine Hydrierung 
zum zugehérigen Alkohol erfolgt. Gelegentlich treten neben 
den genannten Produkten auch kleine Mengen Saure auf, 
jedoch ist ihre Bildung eine untergeordnete’). 

Dieses Verhalten zeigen alle bisher gepriiften aliphatischen 
a-Ketomonocarbonséuren und auch die naher gepriifte Oxal- 
essigsiure (Oxobernsteinsiure), COOH-CO-CH,-COOH. Denn 
diese liefert unter Abspaltung zweier Carboxylgruppen Acetal- 
dehyd. Bei dem labilen Charakter der Oxalessigsiure muB es 
unentschieden bleiben, ob nicht ihr Abbau bei der zucker- 
freien Giarung iiber die Brenztraubensiure fihrt, die durch 
Verlust eines Molekiils CO, daraus hervorgehen kann. 

Es schien uns wichtig, fiir die Beurteilung der Carboxy- 
lasewirkung eine weitere «-Ketodicarbonsiure zu untersuchen, 


1) Siehe die Bildung von Valerianséure bei der Garung der Methyl- 
ithylbrenztraubensiure. C. Neuberg und W. H. Peterson, diese 
Zeitschr. 67, 32, 1914. 
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die bestaindiger als die Oxalessigsiure ist und keine Neigung 
zum Verlust eines Carboxyls zeigt. Wir wihlten fiir diese 
Untersuchung die «a-Ketoglutarsiure, COOH.CH,.CH,, 
CO.COOH, die zugleich in derselben Beziehung zur Glutamin- 
siure steht, wie die iibrigen a-Ketoséuren zu anderen Eiweib- 
spaltungsprodukten. 

Schon friiher haben C. Neuberg und Joh. Kerb’) an- 
gegeben, daB die a-Ketoglutarsiure der zuckerfreien Garung 
fihig ist. Die Garungsprodukte sind damals nicht untersucht 
worden; ihre Aufklarung bildet einen Gegenstand der vor- 
liegenden Untersuchung. 

Vorversuche zeigten uns, daB die «-Ketoglutarsiure von 
verschiedenen Hefen — sowohl obergarigen wie untergiérigen — 
sowie von Hefemacerationssaft in Garung versetzt wird. Am 
geeignetsten erwies sich von lebenden Hefen die obergirige 
Hefe OM sowie die untergirige Hefe U; von Saften der 
Macerationssaft K und S. 

Der Verlauf der Garung ist ein sehr glatter. Er fiihrt zur 
Kohlensaéure und zu einer zweiten Saure, der Bernsteinsiure: 
COOH - CH, -CH, -CO:COOH—+ COOH - CH, -CH, -COOH +-CO,,. 
Dabei méchten wir hervorheben, daB hinsichtlich der Voll- 
standigkeit der Reaktion die zuckerfreie Girung der «-Keto- 
glutarsiure alle friiheren Erfahrungen iibertrifft. Denn es ist 
uns gelungen, innerhalb 3 Tagen 99,2°/, der Theorie zur Bern- 
steinsiure zu vergaren. 

Wie ersichtlich, weicht die zuckerfreie Girung der a-Keto- 
glutarsiure von der entsprechenden Umsetzung anderer Vertreter 
dieser Gruppe auch insofern ab, als eine Siure und kein Al- 
dehyd oder Alkohol neben der obligaten Kohlensaure 
gebildet wird. In dieser Beziehung verhilt sich die «-Keto- 
glutarsiure also genau wie die Glutaminsaiure, COOH.CH,.- 
CH,:CHNH,-COOH, die bei ihrer Zerlegung durch arbeitende 
Hefe in Gegenwart von Zucker nach F. Ehrlich’) gleichfalls 
in Bernsteinséure iibergeht. In diesem Umstande mu8 man 
wohl ein Argument zugunsten der Anschauung erblicken, daB 
bei der erwihnten Glutaminsiure-Umwandlung die «a-Keto- 
glutarsiure eine Zwischenstufe darstellt. 

1) C. Neuberg und Joh. Kerb, diese Zeitschr. 47, 415, 1912. 


%) F, Ehrlich, diese Zeitschr. 18, 391, 1909. 
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Zum Unterschiede von der Bildung der Glutamin- 
siure, die nur in Gegenwart von lebender und 
girender Hefe gelingt, entsteht die Bernsteinsaure aus 
a-Ketoglutarsiure unter der Wirkung der Carboxylase, 
ohne daB die Hefe lebt oder Zucker vergart. Durch 
diese zuckerfreie Garung der a-Ketoglutarsaure ist 
zum erstenmal Bernsteinséure durch rein enzymati- 
schen Abbau erhalten worden. Diese Umwandlung der 
«-Ketoglutarsiure kommt im Gegensatz zu allen anderen 
Garungen der a-Ketosiuren, die sich als Decarboxylierungen 
mit eventuell anschlieBender Reduktion darstellen, auf eine 
Oxydationsgarung heraus. Der glatte Verlauf und die fast 
theoretische Ausbeute an Bernsteinsaure schlieBen es vollig aus, 
daB die genannte Séure nach dem Schema der Cannizzaroschen 
Reaktion etwa aus intermediir gebildeter Aldehydopropion- 
siure, COOH.CH,-CH,-COH, hervorgeht. Es muB der Gegen- 
stand weiterer Untersuchungen bleiben, ob diese Aldehydo- 
propionsiure als Zwischenstufe auftritt, ob sie gegebenenfalls 
einfach durch den Luftsauerstoff oder, was wahrscheinlicher 
ware, durch Oxydasen zur Bernsteinséure oxydiert wird, oder 
durch Entziehung von Sauerstoff aus anderen Stoffen des Hefe- 
zellinhalts die gedachte Umwandlung erfahrt. 

Die Bernsteinsiure wurde stets in Substanz isoliert und 
als solche oder in Form ihres Silbersalzes zur Analyse ge- 
bracht. 


Experimentelles. 
A, Darstellung der a-Ketoglutarsdure. 


Die a-Ketoglutarsiure kann man am besten durch Kom- 
bination der Vorschriften von W. Wislicenus und M. Wald- 
miiller’) einerseits sowie von E. E. Blaise und H. Gault?) 
anderseits darstellen. 

Das Ausgangsmaterial bildet der Oxalbernsteinsaureester, 
der durch Kondensation von Oxalséiure- und Bernsteinsaure- 
athylester gewonnen wird. Diese Kondensation wird am vor- 
teilhaftesten nach der Vorschrift von Wislicenus und Wald- 


1) W. Wislicenus und M. Waldmiiller, 44, 1564, 1911. 
*) E. E. Blaise und H. Gault, Bull. Soc. chim. [4] 9, 455, 1911. 
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miller ausgefiihrt, die Spaltung jedoch nach der Angabe 
von Blaise und Gault. 

Wir verfuhren folgendermaBen: Der zunichst erhaltene 
Kalium-Oxalbernsteinséureester wurde auf der Nutsche mit 
Ather gewaschen und alsdann in Wasser gelést; die wiisserige 
Lésung wurde zwecks Entfernung von Verunreinigungen noch 
zweimal mit Ather ausgeschiittelt. Darauf wurde die wisserige 
Schicht mit Ather iibergossen und verdiinnte Schwefelsdure 
bis zur deutlichen Reaktion auf Congo zugegeben. Die abge- 
hobene atherische Lésung wurde in iiblicher Weise iiber ent- 
wassertem Glaubersalz unter Zugabe kleiner Mengen Barium- 
carbonat zwecks Bindung etwa vorhandener freier Schwefel- 
siure getrocknet. Die filtrierte Atherlésung wurde alsdann im 
Vakuum bei héchstens 30° eingeengt. Es hinterblieb ein hell- 
gelbes, dickfliissiges Liquidum. Wir konnen die Angabe von 
Blaise und Gault bestatigen, daB dieser freie Oxalbernstein- 
siureester keine Destillation im Vakuum vertragt, indem er 
dabei Kohlenoxydspaltung unter Bildung von Athantricarbon- 
ester erleidet und daB die von Wislicenus friiher aus dem 
Destillat durch Séurespaltung erhaltene Substanz Bernsteinsaure, 
aber keine «-Ketoglutarsiure gewesen ist. 

Dagegen lieferte der sirupése Oxalbernsteinsaureester beim 
Kochen mit einem Gemisch von 2 Teilen rauchender Salz- 
siure und 4 Teilen Wasser ganz glatt «-Ketoglutarséure, die 
sofort analysenrein ist. Die von den Autoren angegebene 
lastige Reinigung durch Umkrystallisieren aus Eisessig oder 
Umlésen aus Essigither-Petrolaither ist unnétig. Wir dampften 
die mit Salzsiure hydrolysierte Lésung einfach im Vakuum 
zur Trockne ein, wobei die Masse zu einem Krystallbrei 
erstarrte. Derselbe wird in Ather aufgenommen und die 
filtrierte atherische Lésung hinterlaBt beim Verdunsten die 
«-Ketoglutarsiure in dicken Krusten. Die hartnickig an- 
haftende, vielleicht oxoniumartig gebundene Salzsiure entfernt 
man am schnellsten durch Ausbreitung der zerkleinerten Kry- 
stallmasse auf Tonteller und durch deren Aufbewahrung im 
Vakuumexsiccator iiber Natronkalk. 

Beziiglich des Verhaltens der a-Ketoglutarsaiure 
seien folgende erginzende Angaben gemacht. Die Saure gibt 
gleich anderen Ketoséuren mit Nitroprussidnatrium und Natron- 
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lauge eine voriibergehende rote Farbung, die auf Zusatz von 
Essigséure etwas bestandiger ist. 

Versetzt man eine konz. Lésung von «a-Ketoglutarsiure 
mit einer starken Lésung von Silbernitrat oder Merkuronitrat, 
so erhalt man sofort dicke, weiBe Niederschlige, die in viel 
heiBem Wasser und Salpetersiure léslich sind. Dieses Ver- 
halten zeigt die groBe Starke der q-Ketoglutarséure, die schon 
in freier Form Silbernitrat fallt. Auch mit der «-Ketobutter- 
siure’) sowie mit Brenztraubensiure, Oxalessigsiure und 
a-Ketocapronsaure gelingt derselbe Versuch. 


B. Gdrung der a-Ketoglutarsdure. 


1. Vorversuche tiber die Garung. 


Zur Verwendung gelangte eine ™/,,-a-Ketoglutarsaure- 
lésung (1,46 g in 100 com Wasser). 17 ccm ™/,,-a-Ketoglutar- 
saure lieferten mit 1,7 g Hefe OM innerhalb 24 Stunden 7 ccm 
Kohlensiure bei 37°. 

Die Lésung von 0,15g «-Ketoglutarsiure in 1 ccm H,O 
wurde vorsichtig zu 16 ccm Macerationssaft S gesetzt. Nach 
Zugabe von 0,5 ccm Toluol entwickelten sich bei 37°: 


Nach 10 Min. 1,0 cem CO, 


» 14 Std. (8 Se ae 
n 22 » 7,5 » ” 
n 62 » 90» » 


Das Gas erwies sich in allen Fallen als reines Kohlen- 
dioxyd. 

Zum Vergleich fiihren wir einen Garungsversuch mit aqui- 
valenten Mengen Brenztraubensaéure und «-Ketoglutarsiure an. 

I. 0,1 g Ketoglutarsiure wurden in 1 com Wasser gelést 
und mit 20 ccm Macerationssaft S versetzt. 

II. 0,06 g Brenztraubenséure wurden in 1 ccm Wasser ge- 
lést und mit 20 ccm Macerationssaft S gemischt. 

Bei 28° entwickelten sich ccm CO, 














Nach 1» | 4h | 218 
bei I 4,0 120 | 180 
a 45 5,5 13,0 


1) C. Neuberg und Joh. Kerb, diese Zeitschr. 47, 417, 1912. 
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Man sieht daraus, daB die Garung der a-Ketoglutarsiure 
mehr CO, als die der Brenztraubensaure liefert. 


Vergarung der a-Ketoglutarsdiure mit frischer Hefe. 
Versuch 2. 

10 g Ketoglutarsiure wurden in 1000 ccm zwecks Sterili- 
sation zum Sieden erhitzten und bis auf 40° wieder abge- 
kiihlten Wassers gelést, darauf mit 100 g Hefe OM versetzt 
und in den Brutschrank von 37° gestellt. Nach 8 Tagen, wo 
noch vereinzelte Gasblasen aufstiegen, wurden wieder 50g Hefe 
zugegeben. Nach 16tagigem Stehen im Brutschrank wurde 
abfiltriert und das Filtrat im Vakuum bis zum Sirup einge- 
dampft. Eine Priifung mit Phenylhydrazin ergab, daB noch 
unverandertes Ausgangsmaterial vorhanden war. Der ganze 
Riickstand wurde deshalb in wenig Wasser gelést, mit etwas 
mehr Bisulfitlésung versetzt, als der doppelten Menge’) des 
Ausgangsmaterials entspricht, und im Perkolator mit Ather 
ausgezogen. Bereits nach einer Stunde begann Bernsteinsiure 
an den Wandungen des Atherbehilters auszukrystallisieren. 
Die Extraktion war nach 98 Stunden beendigt. Aus dem Ather 
schieden sich 1,2 g Bernsteinséiure vom nahezu richtigen Schmelz- 
punkt (183°) aus. Da theoretisch aus 146 g Ketoglutarsaure 
118g Bernsteinséiure entstehen kénnen, entspricht obige Aus- 
beute 15°), der theoretischen Méglichkeit. 

Der natriumbisulfithaltige, mit Ather erschépfte Riickstand 
wurde mit etwas mehr als der berechneten Menge verdiinnter 
Schwefelséure versetzt und am RiickfluBkiihler bis zur Ver- 
fliichtigung der schwefligen Saure erhitzt. Die Flissigkeit wurde 
dann 26 Stunden lang im Perkolator mit Ather extrahiert. Es 
wurden auf diese Weise 3,2 g a-Ketoglutarsiure vom Schmelz- 
punkt 112° zuriickgewonnen, 


Versuch 3. 
5 g «-Ketoglutarsiure wurden in 500g Leitungswasser, 
das vorher */, Stunde lang zum Sieden erhitzt und dann auf 
40° abgekihlit war, gelést. Diese Lésung wurde mit 30g 


1) Nach Versuchen von L. Czapski (diese Zeitschr. 71, 167, 1915) 
geniigt die einfache Menge nicht. 
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frischer Hefe OM versetzt, mit einem Wattebausch verschlossen 
und in den Brutschrank (37°) gestellt. Nach 3 Tagen wurden 
noch 30 g Hefe OM hinzugegeben und nach abermals 3 Tagen 
weitere 30g Hefe OM. Nach 13 tagiger Garung im Brutschrank 
wurde das Gemisch auf dem Wasserbade erhitzt und filtriert. 
Das im Vakuum stark eingeengte, sauer reagierende Filtrat 
wurde mit der gleichen Menge Alkohol versetzt; von den Aus- 
scheidungen wurde abfiltriert und mit heiBem Alkohol nach- 
gewaschen. Das Filtrat wurde nun im Faust-Heimschen Apparat 
eingeengt und die restierende Lésung mit doppelt soviel starker 
Bisulfitlosung versetzt als der angewandten Ketoglutarsdure 
entsprach. Dabei schieden sich kleine Mengen anorganischer 
Salze aus. Das klare Filtrat wurde im Perkolator 165 Stunden 
lang mit Ather ausgezogen und lieferte so 0,9 g Bernsteinsiure 
== 22,3°/, der Theorie. Schmelzpunkt 182 bis 183°. 

Die Analyse der aus Wasser umkrystallisierten und bei 
100° bis zur Gewichtskonstanz getrockneten Substanz ergab 
folgende Zahlen: 

0,0966 g lieferten 0,1431 g CO, und 0,0470 g H,O 
C,H,0,.Ber. C= 40,68; H = 5,09°/,; 
Gef. C= 40,41; H=5,40°,. 

Da bekanntlich bei Garungen kleine Mengen Bernstein- 
siure auftreten kénnen, die ihre Entstehung zerfallenem Hefe- 
eiwei8 verdanken, so haben wir gleichzeitig einen Versuch mit 
derselben Menge Hefe — ohne Zusatz von a-Ketoglutarsiure — 
allein in Wasser zur Kontrolle angesetzt. 


Kontrolle auf Bernsteinsiurebildung aus der ange- 
wandten Hefemenge. 


Versuch 4, 

500 com Leitungswasser wurden */, Stunde zum Sieden 
erhitzt und auf 40°C abkiihlen gelassen. Dann wurden unter 
besonderer Beobachtung der Sterilitét 90 g frische Hefe OM 
eingefiihrt und gleichzeitig 2,5 g Natriumfluorid zugesetzt). 
Das Gemisch wurde im Brutschranke bei 37° belassen. Nach 
13 tagiger Digestion wurde mit etwa */, com Eisessig angesduert, 


*) Ohne Zusatz des Antisepticums trat nach 6 bis 7 Tagen Bakte- 
rienentwicklung ein. 


———_ 
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aufgekocht, abfiltriert und mit heiBem Wasser nachgewaschen. 
Das im Faust-Heimschen Apparat eingeengte Filtrat wurde 
mit Alkohol versetzt, bis der hierdurch entstehende Nieder- 
schlag sich nicht weiter vermehrte. Das klare alkoholische 
Filtrat wurde abermals im Faust-Heimschen Apparat eingeengt 
und der Riickstand einer erschépfenden Atherextraktion im 
Perkolator unterworfen. Man erhielt nach 108 stiindiger Ex- 
traktion nur ca. 2 mg eines Korpers, der ganz unscharf bei 
260° schmolz und in dem keine Bernsteinsiure nachgewiesen 
werden konnte. 

Dieses Ergebnis ist leicht verstindlich, wenn man bedenkt, 
da8 eine erkennbare Umbildung der Glutaminsaure zur Bernstein- 
sure nur bei gleichzeitigem Ablauf einer alkoholischen Garung 
erfolgt, wihrend in unserem Falle die Hefe ohne Zucker dige- 
riert wurde. 

Besonders beweisend ist der quantitative Ubergang 
der a-Ketoglutarsiure in Bernsteinsiure unter dem 
EinfluB von Hefemacerationssaft. Letzterer enthalt héch- 
stens Spuren Bernsteinséure’), und es findet in ihm auch keine 
Neubildung von Bernsteinsiure aus Bestandteilen der Hefe statt. 


Zellfreie Vergarung der a-Ketoglutarsaure durch 
i Macerationssaft. 


Zwei zu verschiedenen Zeiten ausgefiihrte Versuche gaben 
das gleich gute Resultat. 


Versuch 5. 


1,3g a-Ketoglutarsiure wurden in 2 ccm Wasser gelést 
und mit 130 ccm frischem Macerationssaft S versetzt. Zur Ver- 
hinderung der Faulnis wurden 3 ccm Toluol hinzugefiigt. Nach 
6 tagiger Garung im Brutschrank bei 37° war das anfangliche 
EiweiBkoagulum durch Endotryptase groBtenteils wieder gelost, 
beim Erhitzen schied sich jedoch noch EiweiB aus. Die Ga- 
rungsfliissigkeit wurde mit 2 ccm Eisessig angesiuert und mit 
600cem Alkohol sowie 150ccm Ather versetzt, worauf ein 
flockiger Niederschlag sich zu Boden setzte. Am niachsten Tage 
wurde er abfiltriert und mit Alkohol nachgewaschen. Das Fil- 
trat wurde nun im Vakuum eingeengt. Wahrend der Destilla- 


*) Vgl. E. Buchner u. J. Meisenheimer, Ber. 39, 3201, 1906. 
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tion krystallisierte an den Wandungen des Kolbens ein Kérper 
aus, der gegen 260° schmolz. Der gesamte Riickstand wurde mit 
Wasser aufgenommen und nach Zugabe von hinreichend Bi- 
sulfit mit Ather im Perkolator extrahiert. Nach 109 Stunden 
erhielten wir 0,26 g Bernsteinsiure vom Schmelzpunkt 183°. 

Der Riickstand wurde mit etwas mehr als der berechneten 
Menge verdiinnter Schwefelsiure versetzt und am _ RiickfluB- 
kiihler bis zur Austreibung der schwefligen Siaure erhitzt. 
Darauf wurde er mit Ather in der iiblichen Weise ausgezogen. 
Nach 24stiindigem Extrahieren wurden noch 0,4 g direkt aus- 
krystallisierte Bernsteinsiure gewonnen, frei vom Ausgangs- 
material und bei 181 bis 183° schmelzend. Bei weiterer 
Extraktion ging in den Ather eine braungefirbte, sirupése 
Substanz iiber, die nicht erstarrte und auf einen Gehalt an 
Bernsteinséure durch Uberfiihrung in das Bariumsalz gepriift 
wurde. 

Zu diesem Zwecke wurde die Substanz in wenig Ammoniak 
gelést und dessen UberschuB fortgekocht; nach dem Abfiltrieren 
einer harzigen Beimengung wurde mit Bariumchlorid - gefallt. 
Da diese Substanz Bariumsulfat einschloB, das mitextrahierter 
Schwefelsiure entstammte, so wurde sie mit verdiinnter heiBer 
Salzsiure ausgezogen und nach dem Einengen auf dem Wasssr- 
bade unter Zusatz von ein wenig BaCl, durch Zugabe von 
Ammoniak wieder abgeschieden. Dieses Bariumsalz war nach 
der Analyse fast rein und gab die Gegenwart von Bernstein- 
siure u. a, dadurch zu erkennen, daB die Pyrrolprobe nach 
Neuberg’) mit Spuren positiv ausfiel. Die Menge des so 
gewonnenen Bariumsalzes belief sich auf 0,75 g, entsprechend 
0,35 g Bernsteinséure. Im ganzen wurden also 1,01 g = 96,2°/ 
der Theorie erhalten. 

Die Reinheit der direkt abgeschiedenen Bernsteinsaiure 
wurde auBer durch den Schmelzpunkt durch die Titration mit 
2/ 9 KOH erwiesen. 

0,1298 g Substanz verbrauchten 21,9 ccm */,, KOH; be- 
rechnet: 22,0 com 9/,, KOH. 

Auffallenderweise ist, wie beschrieben, nicht alle Bernstein- 
siure direkt aus der bisulfithaltigen Lésung mit Ather extra- 
hiert worden, vielmehr gewinnt man die ganze Menge erst 


1) Siehe bei C. Neuberg, Der Harn, 1911, S, 278, 
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nach dem Kochen der Lésung mit verdiinnter Schwefelsiure 
am RiickfluBkihler. Offenbar ist ein Teil der Bernsteinsiure 
in Form einer Verbindung zugegen, die erst nach der Hydro- 
lyse freie Bernsteinsdiure liefert. Wahrscheinlich handelt es 
sich um esterartige Verbindungen (saure Ester), die auch Ehr- 
lich’) beobachtet und zum Teil atherunldéslich befunden hat. 


Versuch 6. 


1,5 g a«-Ketoglutarsiure wurden in 2ccm Wasser gelost 
und zu 150 ccm frischem Saft gegeben. Das Gemisch wurde 
mit 3ccm Toluol versetzt. Nach 3tiagiger Garung bei 37° 
wurde die Fliissigkeit mit KHisessig gerade angesiuert und mit 
700 com Alkohol gefallt. Am nachsten Tage wurde von einem 
flockigen Niederschlage abfiltriert, mit Alkohol nachgewaschen und 
im Faust-Heimschen Apparat eingeengt. Der wisserigen Lésung 
des Riickstandes wurde nach Zugabe von hinreichend Natrium- 
bisulfitlésung die freie Bernsteinsiure durch Extraktion mit 
Ather entzogen. So wurden 0,85 g Bernsteinsiure (Schmelz- 
punkt 183°) unmittelbar gewonnen. Der natriumbisulfithaltige 
Riickstand wurde mit verdiinnter Schwefelsiure gekocht und 
einer erneuten Extraktion mit Ather 60 Stunden hindurch 
unterworfen. Unmittelbar schieden sich noch 0,35 g Bernstein- 
siure vom Schmelzpunkte 184° aus. Die Gesamtausbeute be- 
trug daher 99,2°/, der Theorie. Eine sirupése Mutterlauge 
wurde hier nicht erhalten. Dieses Mal wurde die Bernstein- 
siure zum Zwecke der Analyse in das Silbersalz verwandelt. 

0,1785 g des Silbersalzes, bei 100° bis zur Gewichtskon- 
stanz getrocknet, lieferten 0,1154 g Ag. 

C,H,0,Ag,. Ber. Ag. == 65,03°/,, gef. 64,66°/, Ag. 
Damit ist das Vorliegen von Bernsteinsiure erwiesen. 

Im Einklange mit der durch die Ausbeuten angezeigten 
quantitativen Zerlegung der Ketoglutarsiure steht es, daB 
keinerlei unverandertes Ausgangsmaterial bei den Versuchen 
mit Saft nachgewiesen werden konnte. 

Zur Sicherung der Ergebnisse wurden noch die folgenden 
Kontrollen angesetzt: 

Einmal wurde die verwendete und 3 Tage bebriitete Saft- 
menge auf einen Gehalt an Bernsteinsiure untersucht (Ver- 


1) F. Ehrlich, Wochenschr. f. Brauerei 1913, Nr. 43. 
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such 7) und anderseits wurde der etwaige Eintritt eines Selbst- 
zerfalls von wasseriger «-Ketoglutarsiurelésung unter Bildung 
von Bernsteinsaéure gepriift (Versuch 8). Beide Proben ergaben 
ein negatives Resultat. 


Versuch 7. 


Prifung auf Bernsteinséuregehalt in digeriertem 
Macerationssaft. 


1cem Wasser wurde mit 100ccm Saft und 2,0 ccm Toluol 
3 Tage lang bei 37° stehen gelassen. Hierauf wurde die Mi- 
schung mit Essigsiure angesduert, erhitzt und mit 500 ccm 
Alkohol gefallt. Am niachsten Tage wurde vom abgesetzten 
Niederschlage abfiltriert und mit Alkohol nachgewaschen. Das 
Filtrat wurde in iiblicher Weise verarbeitet. Nach 143 stiindiger 
Extraktion mit Ather wurde eine braune Substanz gewonnen, 
die wohl Spuren von Bernsteinséure enthalten, aber ihrer 
geringen Menge wegen nicht rein gewonnen werden konnte. Die 
Gesamtmenge des extrahierten Stoffes betrug iiberhaupt nur 
etwa 1 mg. 

Versuch 8. 


Prifung auf einen etwaigen Selbstzerfall der a-Keto- 
glutarséure unter Bildung von Bernsteinsaure. 


1g Ketoglutarsiure wurde in 100 ccm Leitungswasser, das 
1/, Stunde lang zum Sieden erhitzt und hierauf bis auf 40° 
abgekiihlt war, gelést. Die Flasche wurde mit einem Watte- 
bausch verschlossen und 13 Tage im Brutschrank bei 37° stehen 
gelassen. Danach wurde die Lésung mit doppelt soviel titrierter 
Natriumbisulfitlésung versetzt, wie theoretisch nétig war. Nach 
60 stiindiger Erschépfung mit Ather konnte in dem letzteren 
keine Bernsteinsiure gefunden werden. 

Zum Schlusse méchten wir noch auf den Umstand hin- 
weisen, daB die Bernsteinsdéuregarung der a-Ketoglutarsaéure 
am besten mit Macerationssaft ausgefiihrt wird. Mit diesem 
verlauft die Umwandlung quantitativ. Es liegt hier einer der 
nicht gerade haufigen Faille vor, wo das von der lebenden 
Zelle getrennte Enzym seine chemische Wirkung leichter, schneller 
und ausgiebiger entfaltet, als sie bei Verwendung des ferment- 
tragenden Organismus zum Ausdruck kommt. 
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Uber das Wesen der natirlichen Bernsteinsaurebildung. 
Il. Mitteilung. 
Die Entstehung von Bernsteinséure bei der Faulnis von 
a-Ketoglutarsaure. 
Von 
C. Neuberg und M. Ringer. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie zu Berlin-Dahlem.) 


In einer Reihe von Mitteilungen konnten Neuberg und 
seine Mitarbeiter experimentell die Anschauung begriinden, daB 
die a-Ketosaéuren nicht nur beim Abbau der zugehérigen Amino- 
siuren durch Hefe das wesentliche Zwischenprodukt sind, son- 
dern auch bei der Faulnis. 

Die Gruppe R-CO-COOH ist offenbar in biochemischer Hin- 
sicht von besonderer Bedeutung. Der Carbonylrest bedingt 
eine Auflockerung des Molekiils, die jene Angriffe erleichtert, 
die auf eine Molekiilverkleinerung abzielen. Die Entstehung 
der Fettsiuren bei der Faulnis der Proteine gehért hierher, da 
ein Teil dieser Sauren durch Kohlenstoffkettenverkiirzung ge- 
bildet werden. An den Beispielen der Brenztraubensaure ‘), 
der «-Ketobuttersiure*), sowie der Methylathylbrenztrauben- 
siure*) konnte gezeigt werden, daB bei der Faulnis die Um- 
wandlung zu betrichtlichem Teil in der angegebenen Richtung 
verlauft und zur Essigsiure, Propionsiure sowie Valeriansiure 
fiihrt. Die Carboxylgruppe der Ketosauren geht dabei in Kohlen- 
sdure bzw. Ameisensiure iiber, welch letztere vielleicht erst 
durch sekundare Reduktion aus CO, in statu nascendi entsteht. 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 90, 1914. 
*) C. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 122, 1914. 
*) C. Neuberg und B. Rewald, diese Zeitschr. 71, 122, 1915. 
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Wie man sieht, besteht eine Analogie zwischen dem Ab- 
bau der a-Ketosiuren durch Faulnis und der Spaltung durch 
die Carboxylase. Die Ahnlichkeit erstreckt sich auch auf die 
Umwandlung der a-Ketodicarbonséiuren; von diesen ist bisher 
nur Oxalessigsiure untersucht, die bei der Faulnis unter dop- 
pelter Abspaltung von CO, Essigsiure ergibt'). Nachdem wir 
in der voraufgehenden Mitteilung das Verhalten der a-Keto- 
glutarsiure bei der Garung aufgeklart und ihren quantitativen 
Ubergang in Bernsteinsiure festgestellt haben, lag es nahe, das 
Verhalten dieser interessanten a-Ketoséure auch bei den Vor- 
gangen der Faulnis zu studieren. Wie schon friher mehrfach 
erértert ist, empfiehlt es sich hierfiir nicht, einen Erreger in Rein- 
zucht zu verwenden, sondern Mischkulturen anzuwenden. Denn 
diese entsprechen besser den natiirlichen Verhiltnissen und sie 
haben eine weit gréBere Zersetzungsenergie. Von einer Zugabe 
von Kohlenhydraten haben wir abgesehen, um durch ihre Spal- 
tungsprodukte das Bild der Ketosiurefaulnis nicht zu triiben. 

In der Tat entsteht bei der Faulnis der «-Ketoglutarsiure 
Bernsteinséure, von der wir 14 bis 19°/, der theoretisch még- 
lichen Menge in krystallisiertem Zustande abscheiden konnten. 
Es ist nun beachtenswert, daB die Faulnis der Glutaminsiure, 
der zur a-Ketoglutarsiure gehérigen «-Aminosaure, gleichfalls 
Bernsteinsdéure, wenn auch in bescheidener Quantitat, liefert. Als 
Hauptprodukt entsteht bei der Glutaminsaurefiulnis namlich 
durch weitere Kohlenstoffkettenverkiirzung n-Buttersiure*). Auch 
bei der Faulnis der a-Ketoglutarséure entstehen reichlich fliichtige 
Sauren, die allerdings hier eine andere Zusammensetzung hatten, 
indem sie aus einem Gemisch von Ameisenséure, Essigsiure 
und Propionséure bestehen. Dieses Ergebnis haben wir in 
mehreren und der Art ihrer Anstellungen voneinander etwas 
variierenden Versuchen zu verzeichnen gehabt, so daB wir den 
Schlu8 ziehen miissen, daB ein Teil der a-Ketoglutarsiure unter 
dem EinfluB von Faulniserregern in komplizierter Weise ab- 
gebaut wird. 

Die immerhin reichliche Bildung von Bernsteinsaure |aBt 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 92, 1914. 

*) C. Neuberg, Sitzungsber. d. Kgl. preu8. Akad. d. Wissensch. 1907, 
Sitzung v. 16. Mai; diese Zeitschr. 7, 183, 1907; 18, 431, 1909; W. Brasch 
und C, Neuberg, diese Zeitschr. 18, 299, 1908, 
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sich natiirlich und ungezwungen in Analogie zu dem Abbau 
unter dem EinfluB der Carboxylase setzen. Durch eine Spaltung 
im Sinne der Formulierung: 


COOH.CH, .CH, .CO OH COOH.CH,.CH,.COOH 


| ae “+ 

COOH H H.COOH 
1aBt sich auch die Herkunft der Ameisenséure leicht deuten. 
Schwieriger ist es, eine Erklarung fir die Entstehung von 
Essigséure und Propionséure zu geben. Letztere kann natiir- 
lich durch Spaltung des Molekiils an anderer Stelle: 

COOH.CH,.CH,. CO.COOH, 

entstehen, ist doch die «-Ketoglutarsiure nichts anderes als 
Oxalpropionsdiure. Auf ganz unsicherer Grundlage muB sich 
zurzeit der Versuch bewegen, die unzweifelhafte Entstehung der 
Essigsiure zu deuten. Eine theoretische Méglichkeit ihrer Bil- 
dung lage in der Spaltung der in Enolform reagierenden «-Keto- 
glutarsiure; diese konnte im Sinne der Formulierung: 


COOH.CH,.CH: C(OH).COOH 
4 
O ; H, 
in den Halbaldehyd der Malonsaure oder dergl. iibergehen, von 
dem aus verschiedene Wege zur Essigsiure fiihren. 

Wie auch die Deutung der Tatsachen im einzelnen sein 
mag, der charakteristische Abbau der a-Ketoglutarsaure bei 
der Faulnis schlieBt sich dem Verhalten der iibrigen a-Keto- 
siuren an, und die Entstehung der Bernsteinsiure bei diesem 
Vorgange spricht dafiir, daB diejenige Menge Glutaminsiure, die 
bei der Faulnis zu Bernsteinsiure wird, auf dem Wege iiber 
die a-Ketoglutarsiure abgebaut wird, 


Experimentelles. 


Versuch 1. 


10 g a-Ketoglutarsiure wurden in 200 ccm Leitungswasser 
von 40° gelést und mit einer Kaliumcarbonatlésung bis zur 
schwach alkalischen Reaktion versetzt. Hierzu wurden 2 Tropfen 
der Lésungen, resp. je 1 Kérnchen von Dinatriumphosphat, 
Calciumchlorid, Natriumchlorid, Eisenchlorid, Magnesiumsulfat, 
Ammoniumsulfat und Kaliumnitrat gegepen. Das Gemisch 
wurde noch mit 800 ccm Wasser von 40° versetzt und die Faul- 
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nis mit ca. 10ccm einer nach der Vorschrift von E. Salkowski 
hergestellten, 24 Stunden alten Faulnismischung eingeleitet. 
Nach 2itagigem Stehen im Brutschrank bei 37° — wahrend 
welcher Zeit die Faulfliissigkeit stets alkalisch blieb — wurde 
mit konzentrierter Phosphorsiurelésung kongosauer gemacht 
und das Reaktionsgemisch einer Wesserdampfdestillation unter- 
worfen, bis die iibergehenden Tropfen nicht mehr sauer reagierten. 
Im ganzen betrug die Menge des Destillates 9180 ccm. 100 ccm 
hiervon verbrauchten 3,72 ccm ®/,,-NaOH, was einer Gesamt- 
aciditét von 34,15 ccm n-NaOH entspricht. Nun wurde das 
Destillat mit Sodalésung gegen Phenolphthalein eben alkalisch ge- 
macht und auf dem Wasserbade zur Trockne verdampft. Der Riick- 
stand wurde 10 mal mit je 100 ccm kochendem Alkohol von 97°, 
ausgezogen, nach vorheriger Durchfeuchtung mit etwas Wasser. 
Die Menge der nach Verdampfen des Alkohols zuriickgebliebenen 
Natriumsalze betrug 2,6 g. Eine kleine Probe davon gab auf 
Zusatz von konzentrierter Silbernitratlésung ein Silbersalz, das 
sich jedoch in der Siedehitze schwarzte und dadurch einen Ge- 
halt an Ameisensiure zu erkennen gab. Auch mit Mercuri- 
chlorid entstand Kalomel, wodurch gleichfalls die Gegenwart 
von Formiat bewiesen war. Daher wurde das ganze Natrium- 
salz in 50 ccm Wasser gelést, mit 100 ccm 2n-H,SO, angesauert 
und zwecks Zerstérung der Ameisensaure mit 20 g Mercurisulfat 
1 Stunde lang am gut wirkenden RiickfluBkiihler erhitzt. Von 
ausgeschiedenem Quecksilberoxydulsalz wurde abfiltriert und zur 
Entfernung des in Lésung befindlichen Quecksilbers Schwefel- 
wasserstoff eingeleitet. Aus dem Filtrat wurde der letztere her- 
nach durch 10 Minuten langes Durchblasen von Luft verdringt. 
Hierauf wurde die Schwefelsiure mit warmen Barytwasser ge- 
falls und dessen Uberschu8 durch Einleiten von Kohlensiure 
entfernt, wobei die Fliissigkeit auf dem Wasserbade erwirmt 
wurde. Nach Abfiltrieren der ausgeschiedenen Bariumsalze und 
Nachwaschen mit heiBem Wasser wurde die Lésung bis auf 
etwa 25ccm eingedampft. Zunichst wurden nach genauer Neu- 
tralisation durch verdiinnte Salpetersiure mit einigen Tropfen 
einer verdiinnten Silbernitratlésung Spuren von Chloriden, darauf 
im Filtrat mit einer 60°/,igen Silbernitratlésung ein Salz ge- 
fallt, das jetzt lichtbestandig war. Die Ausbeute an gut mit 
kaltem Wasser, dann mit 50°/,igem Alkohol und schlieBlich 
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mit absolutem Alkohol ausgewaschenem Silbersalz betrug 2,0 g. 
Dasselbe enthielt 62,54°/, Ag. 


0,1436 g Substanz gaben 0,0898 g Silber. 


Daraus 1a4Bt sich ein Gehalt an Propionsdure und Essigsiure ent- 
nehmen. Silberacetat enthilt 64,66°/, Ag, propionsaures Silber 
59,65 °/, Ag. 

Der kongosaure Riickstand der Wasserdampfdestillation 
wurde im Vakuum eingeengt und zur Entfernung von Verun- 
reinigungen mit Alkohol und etwas Ather versetzt. Das Filtrat 
hiervon wurde wiederum im Vakuum stark eingeengt und mit 
20 com einer 23,2°/, SO, enthaltenden Natriumbisulfitlésung 
versetzt. Nach Filtrieren wurde die klare Fliissigkeit 78 Stunden 
lang im Perkolator mit Ather extrahiert. Auf diese Weise wur- 
den 1,55 g Bernsteinsiure vom Schmelzpunkt 185° gewonnen, 
was 19,18°/, der theoretisch méglichen Ausbeute, auf das ganze 
Ausgangsmaterial berechnet, gleichkommt. Die Analyse der 
bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrockneten Substanz lie- 
ferte folgende Werte: 


0,1020 g Substanz ergaben 0,1515g CO, und 0,0478 g H,0. 
C,H,O,. Ber.: C= 40,68, H=5,09°,; 
gef.: C= 40,51, H = 5,20°/,. 


Versuch 2. 


10g a-Ketoglutarsiure wurden in der gleichen Weise zur 
Faulnis angesetzt und 25 Tage im Brutschrank bei 37° stehen 
gelassen. Die mit Wasserdampf iibergetriebene saure Fliissig- 
keitsmenge betrug 5260 ccm, deren Gesamtaciditét diesesmal 
nur 9,75 ccm n-NaOH entsprach. Aus dem mit Soda einge- 
dampften Gemisch der Fettsiurelésung wurde mit Alkohol bloB 
0,5 g Natriumsalze extrahiert, die zum gro8en Teil aus Formiat 
bestanden. Es wurde daher von einer genauen Untersuchung 
der fliichtigen Fettsiuren hier Abstand genommen. 

Der phosphorsaure Riickstand der Wasserdampfdestillation 
wurde im Faust-Heimschen Apparat eingeengt und mit Alkohol 
versetzt. Von dem sich bildenden Niederschlage wurde abfiltriert. 
Das abermals im Faust-Heimschen Apparat eingeengte Filtrat 
wurde wie im vorigen Versuch mit Ather extrahiert. Trotz 


156 stiindiger Extraktion erhielten wir keine direkt auskrystalli- 
Biochemische Zeitschrift Band 71. 16 
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sierende Bernsteinsdéure, sondern einen dicken braunen Sirup, 
der auch bei langerem Stehen nur zum Teil erstarrte. Deshalb 
wurde er mit Gips und etwas Wasser angeriihrt und einer er- 
neuten Atherextraktion unterworfen. Nach Abdestillieren des 
Athers hinterblieb jetzt die Bernsteinsiure fast rein. Es wur- 
den 1,3 g Bernsteinsiure gewonnen = 16,08°/,, auf die an- 
gewandte Ketoglutarsiuremenge berechnet. 


Versuch 3. 


Diesesmal wurden 10g «-Ketoglutarsiure in 1000 ccm Lei- 
tungswasser von 40° gelést und mit 11g festem Calciumcar- 
bonat versetzt, das sich zum Teil ungelést am Boden absetzte. 
Dabei trat jedoch keine vollige Neutralisation ein, so daB durch 
Zugabe von einigen Tropfen Sodalésung schwach alkalische 
Reaktion hergestellt wurde. Nun wurden auBer den in den 
vorhergehenden Versuchen zugesetzten Salzen noch eine Spur 
Kaliumchlorid hinzugefiigt. Die Faulnis wurde mit ca. 8 ccm 
eines Fiulnisinfuses eingeleitet; nach 14 Tagen wurden noch 
einige Kubikcentimeter frische Faulmischung hinzugegeben. Das 
Gemisch blieb 26 Tage verkorkt im Brutschrank bei 37°. Darauf 
wurde es mit Schwefelsiure kongosauer gemacht. Es wurden 
sodann mit Wasserdampf 10480 ccm iibergetrieben, deren Aci- 
ditat — nach einer Bestimmung an 100 ccm dieser Fliissig- 
keit — 132,05 ccm n-NaOH entsprach. Die Menge der mit 
Alkohol ausgezogenen Natriumsalze betrug 10,7 g. Diese wurden 
in 500 ccm Wasser gelést und 30ccm 2n-H,SO, hinzugegeben. 
Es muBten 25 g Mercurisulfat zugesetzt werden, bis nach 8 stiin- 
digem Kochen keine Ameisensiure mehr nachzuweisen war. 
Das dann, wie zuvor beschrieben, erhaltene Silbersalz wurde 
zunachst mit kaltem Wasser, darauf mit 50°/,igem und spiter 
mit absolutem Alkohol gewaschen. Die Menge des Silbersalzes 
betrug 5,0 g. 

0,2209 g Substanz ergaben 0,1391 g Ag; das entspricht 
62,98°/, Silber. 

Der bei der Wasserdampfdestillation verbliebene Riick- 
stand wurde wiederum im Faust-Heimschen Apparat eingeengt 
und mit Alkohol ausgezogen. Die alkoholische Lésung wurde 
alsdann verdunstet, in Wasser aufgenommen und mit Gips an- 
geriihrt. Durch 30stiindiges Extrahieren mit Ather wurden 
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daraus 1,1 g Bernsteinsiure vom Schmelzpunkt 183 bis 184° 
gewonnen, was 13,61°,, der Theorie entspricht. 


Versuch 4. 


10 g a-Ketoglutarsiure wurden wie in den Versuchen 1 
und 2 der Faulnis iiberlassen. Nach 27 tagigem Stehen im Brut- 
schrank bei 37° wurde das Reaktionsgemisch in der in Ver- 
such 3 angegebenen Weise verarbeitet. Das Destillat der Wasser- 
dampfdestillation betrug 9500 ccm und dessen Gesamtaciditat 
war = 85,5 com n-NaOH. Die Menge der fettsauren Natrium- 
salze belief sich auf 7,5 g. Zur Zerstérung der beigemengten 
Ameisensiure waren 30g Mercurisulfat und ein 6 stiindiges 
Erhitzen unter Riickflu8 notwendig. Das wie in den vorigen 
Versuchen erhaltene reine Silbersalz wog 2,5 g und enthielt 
62,90°/, Ag. 0,2113 g Substanz gaben 0,1329 g Ag. 

Der im Destillierkolben bei der Wasserdampfdestillation 
verbliebene Riickstand wurde nach der im Versuch 3 beschrie- 
benen Vorbehandlung mit Gips angeriihrt und mit Ather aus- 
gezogen. Der Ather hinterlieS 4 g einer Substanz, die jedoch 
zum betrichtlichen Teil aus unverinderter Ketoglutarsiure 
bestand. Daher wurde sie in wenig Wasser gelést, mit der 
auf die angewandte Ketoglutarsiure berechneten Menge einer 
Natriumbisulfitlésung versetzt und im Perkolator mit Ather er- 
schépfend extrahiert. Es wurden so 1,13 g Bernsteinsiure ge- 
wonnen = 13,98°), der Theorie. Schmelzpunkt 184°. 

Um uns zu vergewissern, daB nicht auch bei lingerem 
Stehen im Brutschranke unter der Einwirkung der Salze sowie 
der schwach alkalischen Reaktion ein rein chemischer Zerfall 
der «-Ketoglutarsiure in Bernsteinsiure und fitichtige Fett- 
siuren stattfindet, haben wir folgende Kontrolle angestellt. 


Versuch 5. 


1g a-Ketoglutarsiure wurde in 100 ccm Leitungswasser 

von 40° gelést, mit Kaliumcarbonatlésung schwach alkalisch 

gemacht und mit den gleichen Salzen, die in den friiheren Ver- 

suchen benutzt waren, versetzt. Zur Hinderung der Faulnis 

wurde 1cem Chloroform zugefiigt. Nach 20 tagigem Stehen im 

Brutschrank bei 37° wurde mit Phosphorsiure kongosauer ge- 
16* 
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macht und das Gemisch der Wasserdampfdestillation unter- 
worfen. Es ging nichts Saures iiber. 

Der Inhalt des Destillierkolbens wurde genau wie in den 
vorigen Versuchen auf Bernsteinséiure verarbeitet. Nach Zusatz 
von hinreichend Natriumbisulfit konnte auch nach 565 stiindiger 
Extraktion mit Ather keine Bernsteinsiure ausgezogen werden. 

Aus den mitgeteilten Versuchen geht hervor, daB bei der 
Faulnis der a-Ketoglutarsiure regelmaBig Bernsteinsiure ge- 
bildet wird. Nebenher entstehen fliichtige Fettsiuren in wech- 
selnder Menge; auch wird bald die gesamte a-Ketoglutarsiure 
zersetzt, bald nur ein Teil. Von einer Ermittlung der ent- 
standenen Ameisensiure haben wir Abstand genommen, da sie 
nach den vorliegenden Erfahrungen als unspezifisches Spaltungs- 
produkt bei jeder Ketoséurenfaiulnis auftritt. Die Menge der 
homologen Fettsiuren unterliegt gewissen Schwankungen. Im 
allgemeinen scheint ihre Menge in den Versuchen gréBer zu 
sein, wo die Quantitaét der Bernsteinsiure geringer ist. Auf- 
fallend konstant ist die Zusammensetzung, die fast durch- 
gehends einem Gemisch von rund 60°), Essigsiure und 40°), 
Propionsaure entspricht. 
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Ober die Vorgange der natiirlichen Milchsdurebildung. 


Zugleich eine Entgegnung an Herrn M. Oppenheimer in 
Frankfurt a M. 


Von 


Carl Neuberg und Joh. Kerb (z. Z. im Felde). 


I. 

Uber die Wirkungsweise des Ferments, das die Umwand- 
lung des Methylglyoxals in Milchsiure, CH,.CO.COH +- H,O 
== CH,.CHOH.COOH, katalysiert, gehen die Ansichten aus- 
einander. Um nichts zu prajudizieren, ist*) das Ferment nach 
der tblichen Nomenklatur als eine Ketonaldehydmutase be- 
zeichnet. Denn das Substrat, das umgewandelt wird, das Methy]- 
glyoxal, erscheint als Ketonaldehyd. Damit trat die Reaktion 
in ungezwungene Beziehung zu einem schon bekannten Vor- 
gange, der Cannizzaroschen Umlagerung der Aldehyde; auch 
diese wird durch ein Enzym katalysiert, das J. Parnas auf- 
gefunden und als Aldehydmutase benannt hat”). 

Die Analogie liegt klar zutage; hier wie dort handelt 
es sich um die Reduktion einer Carbonylgruppe auf Kosten 
der zweiten, die sich oxydiert, um einen Vorgang, der sich 
unter Beteiligung eines Molekiils Wasser vollzieht. 

Wenn die Reaktion bei den Aldehyden‘) 


R.COH R.CH,OH 
+H,0= 
R,.COH R, .COOH 


') C. Neuberg, Abhandl. in C. Oppenheimers Handb.d. Biochem. ; 
eingegangen am 27. II. 1913; diese Zeitschr. 49, 502, 1913; 51, 484, 1913. 

*) J. Parnas, diese Zeitschr. 28, 274, 1910. 

3) Die Cannizzarosche Reaktion kann zwischen zwei verschiedenen 
Aldehyden eintreten; Lit. hierzu s. bei J. Parnas (I. c.). 
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als Cannizzarosche Reaktion bezeichnet wird, so erscheint sie 
bei dem Ketonaldehyd 


R.CO R.CHOH 


| + H,O or | 
COH COOH 


als eine ,innere Cannizzarosche Reaktion“. Die Analogisierung 
beider Prozesse ist keineswegs neu’), sie erfolgt in allen Lehr- 
biichern sowie auch in der Fachliteratur, wenn auch der Name 
yinnere Cannizzarosche Reaktion“ nicht gebraucht ist. 

So heiBt es in Richters Organ. Chem., Neueste Aufl. (1909), Bd. [, 
8. 362 wértlich: 

»Durch Alkalien wird Glyoxal schon in der Kialte in Glykolsiure 
iibergefiihrt, wobei die eine CHO-Gruppe reduziert, die andere oxydiert 
wird — vgl. Benzil und Benzilsaure, Bd. II —: 


Hier wird also die Cannizzarosche Reaktion mit der 
Benzilsiureumlagerung verglichen! 

Im Lehrbuche der Organ. Chem. von V. Meyer-Jacobson, 1. IL, 
Neueste Aufl. (1913) heiBt es S. 815—816: 

»Hine eigentiimliche Veranderung erleidet das Glyoxal durch die 
Einwirkung der Alkalien schon in der Kalte; indem die eine Halfte des 
Molekiils reduziert, die andere oxydiert wird, entsteht Glykolsaure: 


CHO fi CH,OH 


os] 
CHO COOH. “ 

8. 856 desselben Bandes steht bei V. Meyer-Jacobson zu lesen: 

»Hine interessante Reaktion des Methylglyoxals ist der Ubergang 
in Milchséure, der ... der Umwandlung von Glyoxal in Glykolsiure 
entspricht.“ 

Und ebendort 8. 557 heiBt es vom Methylglyoxal: 

»das sich unter dem Einflu8 dés Alkalis unter gleichzeitiger Re- 
duktion seiner Ketongruppe und Oxydation seiner Aldehydgruppe in 
Milchséure verwandelt. “ 

Fast mit denselben Worten wird auf S. 678 in Bd. 1, I, desselben 
Lehrbuches das Wesen der Cannizzaroschen Reaktion dahin formuliert, 
»daB ein Teil des Aldehyds sich zur entsprechenden Siure oxydiert, 


1) Fiir die Auffassung ist es ganz gleich, ob man eine intermediire 
Esterbildung zwischen dem aus Aldehyd entstehenden Alkohol und der 
Saure annimmt; bei den Ketonaldehyden entspricht dieser Umlagerung 
zum Ester die Lactidentstehung. 
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und zwar auf Kosten eines anderen Teils, der demzufolge zum ent- 
sprechenden Alkohol reduziert wird.“ 

Aus der Fachliteratur sei nur ein Zitat von J. Parnas') angefiihrt, 
das lautet: ,Sie (d. h. die Cannizzarosche Reaktion) kann auch intra- 
molekular verlaufen, was aus dem Ubergang von Glyoxal in Glykolid 
resp. Glykolsiure hervorgeht.“ 


Das Ferment, das den Ubergang von Methylglyoxal in 
Milchsiure katalysiert, gehort auf alle Falle in die Gruppe der 
Oxydo-reducasen, die nach Carl Oppenheimers®) treffen- 
der Bezeichnung die Enzyme simtlicher hydroklastischen 
Reaktionen umfabt. 

Die Identitat aller dieser Fermente ist keineswegs erwiesen, 
und schon durch die Benennung ,,Ketonaldehydmutase“ ist 
zum Ausdruck gebracht worden, daB diese mit dem Enzym 
der Cannizzaroschen Reaktion, der Aldehydmutase, nicht ohne 
weiteres identifiziert, sondern verglichen werden soll*); denn 
es bestehen weitgehende Ahnlichkeiten. 

Dakin und Dudley‘), die gleichzeitig und unabhingig 
dasselbe Ferment aufgefunden haben, erkennen diese Analogie 
auch an; sie behaupten aber®), daB die Ahnlichkeiten nur 
oberflachliche seien und da8 der Katalysator der biologischen 
Methylglyoxalumwandlung, die ,Glyoxalase“, von der Al- 
dehydmutase verschieden und durch eine spezifische Empfind- 
lichkeit gegen Pankreasextrakt gekennzeichnet sei. 

Selbst im Falle einer Artverschiedenheit von Glyoxalase 
und Aldehydmutase bleibt der Katalysator der Methylglyoxal- 
umwandlung ein prinzipiell zur gleichen Gruppe gehdériges Fer- 
ment, fiir das der Name Ketonaldehydmutase eben die wenig- 
sten Voraussetzungen in sich birgt*). 


1) J. Parnas, |. c. S. 286. 

*) Carl Oppenheimer, Die Fermente, 1913, 759. 

8) Siehe die Ausfiihrungen von C. Neuberg, diese Zeitschr. 51, 
486, 1913. 

4) H.D. Dakin und H. W. Dudley, Journ. of Biol. Chem. 14, 155, 
428, 1918; 15, 463, 1913; 16, 505, 1914. 

5) H.D. Dakin und H.W. Dudley, diese Zeitschr. 59, 194, 1914; 
Journ. of Biol. Chem. 16, 511, 1914. 

®) Der von Dakin und Dudley (s. Zitate sub 5) mit besonderem 
Kifer verteidigte Name ,Glyoxalase“ ist zum mindesten ungenau. Durch 
mehrere Versuche haben wir uns davon iiberzeugt, daB ein Organextrakt, 
d.h. eine Fermentlésung, die aus Methylglyoxal Milchsaure er- 
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Wichtiger als die Nomenklaturfrage ist die Kennzeichnung 
des Enzyms. Eine grundsiatzliche Bedeutung kame der er- 
wahnten Angabe von Dakin und Dudley zu, daB Pankreas- 
enzym die ,,Glyoxalasen“ spezifisch hemme, aber ohne Einflu8 
auf die Aldehydmutase sei. Diese Behauptung haben wir nach- 
geprift, aber bisher nicht bestatigen kénnen. Dabei ist die 
Versuchsanordnung der englischen Autoren (Journ. 16, 511) 
genau innegehalten. 

Als Substrate wahlten wir Isovaleraldehyd und Methyl- 
glyoxal; als Pankreatin kam ein hervorragend wirksames Trypsin 
von Witte zur Anwendung. 

Das Ergebnis von 5 Versuchen war folgendes: 

Der Zusatz von Pankreassubstanz setzte die Wirkung der 
Aldehydmutase um 23, 28, 35, 35,5 und 38°/,, im Durch- 
schnitt um 32°/, herab, gemessen an der entstandenen Menge 
titrierbarer Valeriansdure. 

Die Zugabe der Pankreassubstanz verminderte die Um- 
wandlung von Methylglyoxal in Milchsiure um 33,5, 37, 47, 
49 und 49°/,, im Mittel also um 43°),. [Die Bestimmung der 
zeugt, daseinfache monomolekulare Glyoxal nicht umwandelt. 
Ahnliche Erfahrungen miissen wohl auch Dakin und Dudley selbst ge- 
macht haben, da sie als einziges wissenschaftliches Argument fiir die Be- 
rechtigung des Namens Glyoxalase anfiihren kénnen (Journ. of Biol. Chem. 
16, 510, 1914), daB eine iiberlebende Hundeleber bei der Durchblutung mit 
glyoxalhaltigem Blut zum Teil Glykolsaure liefere. Unzweifelhaft berechtigt 
aber der Organdurchblutungsversuch nicht zu der Annahme eines 
léslichen Enzyms. Wenn fiir die Umwandlung des Methyl glyoxals ein 
mit Wasser ausziehbares Ferment vorhanden ist, fiir die Umwandlung des 
einfachen Glyoxals aber nicht, indem letztere nur mit dem iiberlebenden 
und durchbluteten Organ gelingt, so sind beide Vorgiinge zuniachst eben als 
verschieden zu betrachten. Dakin und Dudley verstehen unter ,,Glyoxa- 
jase“ alle auf die Homologen des Glyoxals wirkenden Agentien; das scheint 
um so weniger angebracht, als der Durchblutungsversuch beim Isobutyl-, 
Benzyl- und Phenylglyoxal nicht nur zur entsprechenden Oxysaure, sondern 
auch zur zugehérigen Aminosiure fiihrt (Journ. of Biol. Chem. 18, 29, 1914). 
Aber davon ganz abgesehen, wire der Name Glyoxalase fiir ein auf Methy1- 
glyoxal eingestelltes Ferment ebenso unzutreffend, wie etwa die Bezeich- 
nung Kreatinase fiir ein gegen Arginin gerichtetes Enzym oder der Name 
Uricase fiir ein Ferment der Methylharnsauren, Glucosidase fiir etwa auf 
Heptosen einwirkendes Ferment, Glucacetase fiir ein aus Traubenzucker 
Valeriansiure erzeugendes Enzym, Urease fiir ein Methylharnstoff hy- 
drolysierendes Ferment usw. 
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Milchsaéure geschah nach dem in dieser Zeitschr. 51,487 mitgeteil- 
ten und fiir diesen Zweck ausgearbeiteten Verfahren unter Be- 
nutzung der von uns vorgeschlagenen Calciumbicarbonatsuspen- 
sion, die dann auch Dakin und Dudley (Journ. 15, 467, und 
16, 512) verwendet haben.] 

Die Unterschiede in der Beeinflussung von Aldehydmutase 
und Ketonaldehydmutase sind zu gering, als daB wir darin 
eine Differenzierung beider Katalysatoren erblicken kénnten. 
Die Beweise fiir die Verschiedenheit, die Dakin und Dudley 
beigebracht zu haben glauben, sind also nicht stichhaltig. Ein 
wichtiger Punkt scheint dabei iiberhaupt unbeachtet geblieben 
zu sein. Unsere Angaben beziehen sich ausnahmslos auf das 
Methylglyoxal, wahrend die von Dakin und Dudley iiber 
eine Antiglyoxalasewirkung des Pankreas mitgeteilten Versuche 
ausschlieBlich mit dem biologisch wohl anderswertigen Pheny|- 
glyoxal angestellt worden sind. Vielleicht bedingt dieser Um- 
stand die Verschiedenheit der Befunde. 


Il. 


Gleichfalls mit der natiirlichen Milchsaéurebildung hangen 
die Mitteilungen von Neuberg und Kerb’) zusammen. Herr 
M. Oppenheimer’) hat sich nun dariiber beklagt, daB wir 
ihm eine ,,undeutliche Darstellung“ vorgeworfen hitten. Dieses 
Urteil miissen wir nicht nur aufrecht erhalten, sondern im 
Zusammenhang mit O.s polemischen Bemerkungen dahin er- 
weitern, daB wir seine Darstellung fiir irrig halten. Obgleich 
an sich ein Eingehen auf dialektische Auslassungen sich nicht 
verlohnt, glauben wir doch, uns durch eine einmalige Beleuch- 
tung einiger Punkte den weiteren Miihen einer Diskussion un- 
sachlicher Einwande entheben zu sollen. 

a) O. hat friiher (Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 51) groBenWert auf 
die Gewinnung eines sterilen Hefenmacerationssaftes gelegt. Alle 
seine MaGnahmen bezwecken, eine supponierte natiirliche Steri- 
litat zu wahren. Nachdem Neuberg und Kerb (diese Zeitschr. 
62, 492) ihm nachgewiesen hatten, daB der gewohnliche Ma- 





1) C. Neuberg und Joh. Kerb, diese Zeitschr. 58, 158, 1913; 62, 
489, 1914. 
*) M. Oppenheimer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 93, 262, 1914. 
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cerationssaft weder steril, noch baktericid ist, nachdem wir 
daraus Milchséure erzeugende Bacillen — wir haben niemals 
von typischen Milchsiurebakterien gesprochen — direkt ge- 
ziichtet und auf die von uns bestatigte Angabe E. Buchners 
(,Zymasegarung“, §S. 206 u. 223) hingewiesen hatten, da 
selbst 2°/, Toluol keine Gewihr fiir die regelmaBige Unter- 
driickung des Bakterienwachstums bietet, versucht nun 0. 
die Frage so darzustellen, daB nicht die Gegenwart von Bak- 
terien in Betracht komme, sondern die von eigentlichen 
Milchsaurebildnern. Demgegeniiber geniigt die Feststel- 
lung der allbekannten Tatsache, daB die Milchséureproduk- 
tion ungefaihr die verbreitetste Eigenschaft der ubiquitiren 
Bakterien ist! 

DaB auBerdem 1°/, Glycerinaldehyd oder Dioxyaceton diese 
Bakterien abtétet, haben wir nicht beobachten kénnen. 

O. gibt jetzt zu, daB eine friiher von ihm zur Sicherung 
seiner Ergebnisse herangezogene antibakterielle Kraft des 
Hefensaftes bedeutungslos ist. 

b) Wir haben die Tatsache hervorgehoben, daB die zell- 
freie Garung des Zuckers keine oder nur Spuren Milchsiure 
liefert, zumeist nur einige Zehntelprozent des angewendeten 
Zuckers. Wenn nun Glycerinaldehyd und Dioxyaceton bei der 
Vergirung in 1°/,iger Lésung zu 11,5 bis 23°), in Milchséure 
iibergehen, so sahen und sehen wir noch jetzt in dieser Un- 
stimmigkeit die Berechtigung zu einem Zweifel, ob auf Grund 
dieser Zahlen fiir die natiirlich bei der Garung auftretenden 
Milchséurespuren die beiden Triosen als die ,direkten“ 
Vorstufen gelten diirften. 

Gegen diese schlagenden Beweise der Zahlen weif Herr O. 
nichts anderes vorzubringen, als sozusagen den SpieB umzu- 
drehen und zu argumentieren: bei den Versuchen von Dakin 
und Dudley sowie von Neuberg mit Methylglyoxal entsteht ja 
auch mehr Milchsiure als dem natiirlichen Vorkommen ent- 
spricht. 

Dabei verschweigt O. aber, was wir hinsichtlich der bio- 
logischen Bedeutung der Reaktion angegeben haben. 8S. 25 der 
Monogr. von C. Neuberg ,,Die Garungsvorg. u. d. Zuckerumsatz 
der Zelle“ heiBt es: ,,Sie (sc. die Milchsiurebildung aus Methyl- 
glyoxal) diirften zur Erkliérung des Umstandes beitragen kénnen, 
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daB8 hier ein Gemisch von racemischer und aktiver Milchsiure 
entsteht. Man hat sich wohl ein Gleichgewicht zwischen den ver- 
schiedenen mdglichen Formen des Methylglyoxals vorzustellen.“ 
In der Biochem. Zeitschr. 62, 8.495 steht bei Neuberg und 
Kerb zu lesen: ,,Und selbst wenn sich zeigen sollte, dab diese 
Substanzen (sc. Brenztraubensiure und Methylglyoxal) bei den 
physiologischen Abbauprozessen gar keine Rolle spielen, so wird 
man doch stets auf ahnliche Zwischenformen zuriickgreifen 
miissen.“ Vorsichtiger kann man sich kaum ausdriicken, und 
es gehért schon ein groBes Ma8 von Dialektik zu dem Ver- 
suche, aus unseren zuriickhaltenden Worten das Gegenteil heraus- 
zulesen. 

c) Die Berechtigung unserer Darlegungen kann dadurch 
nicht gedindert werden, daB Herr O. zwei Fragen durcheinander- 
wirft: die Bildung der Milchsiure und die des Glycerins. 
Der springende Punkt fiir die Erklarung einer Entstehung von 
CH,.CHOH.COOH ist und bleibt die Herleitung des Athyl- 
und CO,-Restes aus den Gebilden COH — (CHOH), — CH,OH 
bis H.(CHOH)x —-CO—CH,OH. Die ,direkte Bildung“ 
von Milchséiure aus den Triosen, von der O. dauernd spricht. 
ist vorliufig ein nichtssagendes Spiel mit Worten. Fiir die 
Ansicht, daB Dioxyaceton ,direkt“, d. h. doch ohne ein 
Zwischenglied, sich in Milchsiure umlagere: 

CH,OH CH, 


—> | 


bo CH.OH 
(HOH boou 
gibt O. jetzt die Unwahrscheinlichkeit zu. Die ebensowenig 
gestiitzte unmittelbare Reaktion des Glycerinaldehyds: 
CH,OH CH, 


ae 


| | 
HCOH HCOH 

| | 

COH COOH 


scheint O. noch immer verteidigen zu wollen. 

Die uns zugeschriebene Angabe, fiir die Bildung des 
Glycerins aus den Triosen spiele die Herleitung des Athyl- 
und Kohlensaurerestes eine Rolle, kommt in unserer Dar- 
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legung nicht vor! Diese Behauptung O.s entspricht einfach nicht 
den Tatsachen. Unsere ausdriickliche Angabe, da jederzeit an 
Stelle des Methylglyoxals der Glycerinaldehyd gesetzt werden 
kénne, sobald seine Funktion als Zwischenstufe bewiesen sei, 
sowie die unbequeme Feststellung Dakins, da die Reaktion 
CH,.CO.COH + H,O ~~ CH,.CHOH.COOH reversibel ist und 
dadurch einen neuen Gesichtspunkt fiir die Rolle des Methyl- 
glyoxals bringt, iibergeht Herr O. dauernd. 

In einen unlésbaren Widerspruch verwickelt er sich aber, 
wenn er fiir die abnorme Hohe der Glycerinbildung (23°/, des 
angewandten Dioxyacetons) die ,kiinstlich geschaffenen 
optimalen Versuchsbedingungen“* in Anspruch nehmen will. 
In der Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, S. 67—69 beschreibt O., 
daB bei der Vergirung von 1 g Dioxyaceton mit 100 ccm Macera- 
tionssaft bis 19,2°/, Glycerin auftreten. Ebenda S. 55 und 56 
steht, da8 unter denselben Konzentrationsverhaltnissen im Saft 
bis 11,85 °/, Milchsaure entstehen. Zeitschr. f. physiol. Chem. 93, 
S. 254 bis 256 heiBt es bei O. fiir Macerationssaft, daB ,,Dioxy- 
aceton ebenso gut, wenn auch langsamer vergiirbar ist als 
Traubenzucker“. Die Bedingungen in den drei Versuchsserien 
sind fast vdéllig gleich. Es ist nicht einzusehen, wieso sie in 
einem Falle optimal fiir die Glycerinbildung, ein anderes Mal 
fiir die Milchséurebildung, ein drittes Mal fiir die reine Alkohol- 
bzw. Kohlensaurebildung sein sollen? 

Wir haben die Entstehung von Milchséiure bei der zell- 
freien Vergirung 1°/,iger Lésungen von Traubenzucker in 
Macerationssaft mehrfach verfolgt und nie eine staérkere Um- 
wandlung als zu 4°/,, meistens aber unter 1°/, gefunden. Da- 
bei ist eine Mitwirkung von Bacterien nicht einmal ausge- 
schlossen. Es ist fiir alle Falle unlogisch, eine Garbedingung 
das eine Mal als normal fiir die zymatische Spaltung, das andere 
Mal als optimal fiir die Bildung des Nebenproduktes Glycerin 
usw. zu bezeichnen. 

d) Wir kénnen es wohl nur auf eine Unkenntnis des eng- 
lischen Ausdrucks zuriickfiihren, wenn O. behauptet, die von 
uns zitierten Angaben iiber die Umwandlung von Methyl- 
glyoxal in Milchséure existierten nicht. Die fraglichen Lite- 
raturstellen fiihren wir also wé6rtlich an. Es hei®t Journ. of 


Biol. Chem. 14, 566, 1913: 
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» Buchner and Meisenheimer’s original experiments on the 
fermentation of methylglyoxal are unconvincing in the light of 
present knowledge, since we have shown that much acid may 
be formed from glyoxals by the action of glyoxalase present 
in the yeast cells.“ 

Ebendaselbst S. 561: 

» The relation of «-ketonic aldehyde formation is discussed .. . 
in connection with the mechanism of alcoholic fermentation.“ 

Weitere Angaben iiber Anwesenheit von Glyoxalase in 
Hefezellen s. bei Dakin und Dudley, ebendas. 14, 431 
u. 18, 93. 

e) Einen Haupttrumpf glaubt O. gegen uns auszuspielen, 
indem er in héhnender Weise uns eine Verwechslung von 
Cannizzaroscher Reaktion und Benzilsiureumlagerung’) meint 
vorhalten zu kénnen. Wir wollen von der Ungenauigkeit ab- 


1) Das Wesen der Benzilsiureumlagerung ist das Abspringen eines 
organischen Radikals von einem Kohlenstoffatom zum andern unter 
gleichzeitiger Aufnahme der Elemente des Wassers. Es ist nicht wahr- 
scheinlich, daB Nefs (Annal. 357, 215 u. 299, 1907) Auffassung des Uber- 
gangs von Methylglyoxal in Milchsiure als einer Benzilsiureumlagerung 
die Zustimmung aller Fachgenossen gefunden hat; denn hier springt kein 
organisches Radikal. Man kann unter Benutzung zweier anderer Methy]- 
glyoxalsymbole, der Ketenformeln, (s. Neuberg und Oertel, diese Zeitschr. 
55, 503, 1913, und Dakin und Dudley, Journ. of Biol. Chem. 14, 561, 
1913) die Umwandlung noch ganz anders zum Ausdruck bringen: 


a) CH,.C\\p CH, .C(OH) CH, .CHOH 
| 7 baw. | + 2H,0 (bzw. 1 H,0) = | 
C (OH) C(OH), C(OH)s; 
CH,.CHOH = H,0 + CH;.CHOH 
| oder 
C(OH)s COOH 
B) CH, .C(OH) CH,.CHOH 
| i H,0 _— 
COOH 


Hier erscheint das Methylglyoxal iiberall als ein Isomeres des Lactids, 
als ein Anhydrid der Milchsiure, wie Keten, CH, CO, als das der 
Essigsaure. 

Streifen méchten wir noch die Auslassungen 0.s iiber unsere For- 
mulierungen der Wasseraufnahme. Miissen wir Herrn 0. denn wirklich 
auch noch darauf aufmerksam machen, da8 es iiblich ist, von der 
Ionisierung des H,O bei der summarischen Wiedergabe von Hydra- 
tationen abzusehen? Cf. die Lehrbiicher und die Formulierung bei 
Dakin, Journ. of Biol. Chem. 14, 561. 
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sehen, da8 wir nirgendwo beide Vorginge ,,identifiziert“ haben; 
wir sprachen vollkommen deutlich (diese Zeitschr. 62, 497) von 
einem Vergleich und einer Analogie in gewissem Sinne. 

Es ist uns nicht ganz klar, was Herr 0. zum Ausdruck bringen 
will, wenn er mit Sperrdruck verkiindet, wir hatten nachtraglich die 
Bezeichnung ,.Benzilsiureumlagerung“ eingefiigt. Nachtriglich nach 
welchem Vorgang? Die Auffassung der Methylglyoxalumwandlung als 
Benzilsiureumlagerung hat Nef 1907 veréffentlicht, sie ist seitdem den 
Fachgenossen bekannt. Wer sich durch unsere ,,Einfiigung“ im Jahre 
1913 beeintrachtigt fiihlen kénnte, ist uns so unverstindlich geblieben, 
wie O.s Formelbilder. 


Wir verweisen Herrn O. einfach auf die mit unserer Dar- 
stellung ibereinstimmenden und zuvor auf S. 246 bis 247 wért- 
lich wiedergegebenen Auffassungen der anerkanntesten Lehr- 
biicher und der Originalarbeiten. 
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Uber Acidosis und deren Regulation im menschlichen 
Korper. 
Von 
A. Begun, R. Herrmann und E, Miinzer. 
(Aus dem Prager Handelsspital. Vorstand: Prof. Dr. E. Miinzer.) 
(Hingegangen am 20. Juni 1915.) 


Gegeniiber den bisherigen experimentell und klinisch wohl- 
fundierten Anschauungen iiber die Folgen und die Regulations- 
vorgange bei Séuerung im Tierorganismus hat in den letzten 
Jahren eine Theorie allgemeine Anerkennung gefunden, nach 
der wir in der Kohlenséurespannung des venésen Blutes ein 
sicheres Zeichen fiir die ,,tatsiichliche Acidosis“ besitzen sollen, 
ja die Atmung als Regulationsmechanismus bezeichnet wird, 
der ,durch vermehrte Abdunstung die Kohlensaure- 
spannung des Blutes herabsetzt und damit Saure- 
valenzen entfernt*. 

Diese Theorie, von Porges, Leimdérfer und Markovici’) 
geauBert, die bisher einer eingehenden Kritik noch nicht unterzogen 
wurde, soll im nachfolgenden auf ihreStichhaltigkeit gepriift werden. 

Bevor wir jedoch an die Mitteilung unserer Untersuchungen 
herantreten, erscheint es zunichst nétig, der Methode der Be- 
stimmung der Kohlensaéurespannung einige Worte zu widmen. 


I. Die Kohlensiiurespannung im venésen Blute. 
a) Methodisches. 

Eine einfache Methode zur Bestimmung der Kohlensaure- 
spannung und damit zur Bestimmung des Kohlensauregehaltes 
des Venenblutes verdanken wir Plesch®). 

Wir wollen diesbeziiglich den Autor selbst sprechen lassen. 
Plesch sagt (l.c. 8.107): ,Es ist klar, wenn wir die alveolire 
Sauerstoff- und Kohlensdiurespannung feststellen kénnen, d. h. 

1) 0. Porges, A. Leimdérfer und E. Markovici, Uber die 
Kohlenséurespannung des Blutes in pathologischen Zustaénden. Zeitschr. 


f. klin. Med. 78, Heft 5 und 6, S. 39 des Sonderabdruckes. 


*) J. Plesch, Himodynamische Studien. A. Hirschwald, Berlin 1909. 
Biochemische Zeitschrift Band 71. 17 
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mit anderen Worten, die Spannung derjenigen Luft, die mit dem 
Blute des rechten Herzens Gleichgewicht halt, so kinnen wir mit 
groBer Genauigkeit auf den Gasgehalt des venésen Blutes schlieBen. 
Das Prinzip meiner Methode zur Bestimmung der Gasspan- 
nungen im vendésen Blute besteht im wesentlichen darin, daB gewis- 
sermaBen der Lungenluftraum nach auBen erweitert wird, indem 
die intrathorakalen Luftsicke der Lunge mit einem auBerhalb be- 
findlichen Gummisack durch ein Mundstiick in Verbindung ge- 
bracht werden, so, daB das Ganze ein geschlossenes System bildet. 
Die Respirationsbewegungen der Versuchsperson fiihren 
dann lediglich dazu, daB das Gasgemenge im Sack sich mit den 
Gasen der Lunge vollstandig ausgleicht. Das ganze Gasgemisch 
setzt sich so ins Spannungsgleichgewicht mit dem Lungenblute.“ 
Die Analyse des schlieBlich im Gummisacke befindlichen 
Gasgemisches gibt uns die gesuchten Kohlensiéurewerte. Den 
Versuch selbst kann man nach Plesch in zweierlei Form aus- 
fiihren, entweder mit einem Sack oder mit einer Doppelsack- 
einrichtung, wobei man in letzterem Falle zunachst in einen 
groBeren, 101 fassenden, mit Stickstoff gefiillten Sack, zwei, 
drei Voratmungen machen, dann erst in einen kleineren, ca. 
3 1 fassenden Sack durch ca. 20 Sekunden atmen laBt und 
das in diesem kleineren Sacke befindliche Gas analysiert. 
Porges bediente sich der einfacheren Einsackmethode. Um 
uns beziiglich der VerlaBlichkeit beider Methoden zu orientieren, 
haben wir in einigen Versuchen die Kohlenséurespannung nach 
beiden Methoden bestimmt. Die nachstehende Tabelle gibt die 
gefundenen Resultate: 
Tabelle I. 








Herrmann ~ Begun 





1 Sack |Doppelsack] 1 Sack | Doppelsack 
*lo */o lo °lo 
CO, 4,32 4,91 4,88 5,26 

0, 9,85 ? 1030 | 4,82 


IL. co, 5,64 5,57 595 | 5,89 
0, 9,14 5,17 8,56 4,52 


II. co, 6,03 6,01 6,47 | 6,39 
0, 8,71 4,56 866 | 5,28 

















Es zeigt sich, daB bei entsprechender Vorsicht auch mit 
der Einsackmethode genaue Resultate der Kohlenséiurespannung 
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gefunden werden, wahrend die Sauerstoffspannung, wie dies 
schon Plesch hervorhob, mit der Einsackmethode nur unter 
Einhaltung gewisser Bedingungen richtig bestimmt werden kann. 

Damit war also die Vorfrage erledigt, da8 die von Porges 
und seinen Mitarbeitern gewahlte einfachere Methode fiir den 
in Frage stehenden Zweck geniigt. 


b) Die normale Kohlensaurespannung im Blute des 
rechten Herzens. 

Die ersten Autoren, die fiir den Menschen ,die Kohlen- 
séurespannung des vendsen Blutes bei Korperruhe“ bestimmten, 
waren Léwy und H. v. Schrétter’); nach ihnen liegt dieselbe 
bei 6°/, oder 42,2 mm Hg. Nach Plesch, der in seiner General- 
tabelle II (I. c) vier einschlagige Bestimmungen von Gesunden 
mitteilt, schwankt sie zwischen 6,43 bis 7,54°/,, und nach 
Porges, Leimdérfer und Markovici zwischen 5,43 bis 7,4°/). 
Unsere Bestimmungen stimmen vorziiglich mit jenen von 
Léwy und v. Schrétter iiberein; danach ist die Kohlensaure- 
spannung im Blute des rechten Herzeris beim Menschen mit 
rund 6°/, anzunehmen. Betreffs der Kohlensiurespannung 
des vendsen Blutes bei demselben Individuum 4uBern 
Porges und seine Mitarbeiter, ,da dasselbe Individuum unter 
gleichen Umstiinden an verschiedenen Tagen dieselbe Kohlen- 
siurespannung hat“ (1. c. 8.12). Das ist mit einer gewissen 
Einschrankung richtig. Bei den genannten Autoren finden wir 
folgende Differenzen: 

Fall M. Fr. An demselben Tage (Zeitdifferenz nicht ganz 
1 Stunde): 5,55 bis 6,08, also 9,5°,. 

Fall B. Dat. Zeitdifferenz 30 Minuten: 6,58 bis 7,03, also 
7°/,. An verschiedenen Tagen: Dr. N., 16. II. 1909 und 17. XII. 
1909: 7,40 und 6,84°/,, d. i. 8°/,; Schwester H., 20. IV. und 
28. IV.: 5,81 bzw. 6,35°/,, also iiber 9°/,; Schwester Igen: 
27. IV. und 3.V.: 6,41 bzw. 7,30°/,, also 13°/,. 

Unsere Bestimmungen zeigen nicht so groBe, immerhin 
gewisse Differenzen, und die CO,-Spannung bei H. schwankt 
zwischen 5,96 bis 6,32°/,, also in den am meisten voneinander 
abweichenden Bestimmungen um 6°/,, und im Falle B. zwischen 

1) A. Lowy und H. v. Schrétter, Untersuchungen iiber die Blut- 
zirkulation beim Menschen. A. Hirschwald, Berlin 1905 u. Zeitschr. f. 


experim. Pathol. u. Ther. I, 1905. 
17* 
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5,91 bis 6,10°/,, also um 3°. Derartige Schwankungen in 
der Kohlensaéurespannung des Einzelindividuums sind also nicht 
als pathologisch anzusehen, sondern fallen in die normale 
Schwankungsbreite. 


II. Bedeutung der Kohlensiurespannung bzw. des Kohlen- 
siuregehaltes des Blutes. 

Die Reaktion des Blutes ist eindeutig definiert durch die 
Wasserstoffionen-Konzentration. Diese aber haingt, wie Micha- 
elis’) im AnschluB an die Untersuchungen Hendersons be- 
tont, ab vom Gehalt an Carbonaten, Phosphaten und EiweiB. 
Da die Bedeutung der Phosphate und EiweiBkérper gegeniiber 
jener der Carbonate auBerordentlich gering ist, so kénnen wir, 
wie Michaelis ausfiihrt, das Blut betrachten als ,,ein Gemisch 
von CO, + NaHCO,“ und kénnen also schreiben: 

acs (CO,) 
[H'] = foo. FNgHCO,] 

Schon einmal ist die Kohlensaure als Index der Alkalescenz 
des Blutes beniitzt worden. Es war Schmiedeberg-Walter’), 
der die Ansicht vertrat, die in den Geweben entstehende Kohlen- 
siure werde durch die Alkalien des Blutes gebunden, auf diese 
Weise aus den Geweben abtransportiert und durch die Lunge 
ausgeschieden. Fiihre man nun stirkere Saiuren experimenti 
causa in den Tierkérper ein oder komme es im Tierkérper zur 
Bildung starker Saéuren, dann werden beim Kaninchen die 
Alkalien des Blutes von diesen Sauren sofort mit Beschlag 
belegt, wahrend beim fleischfressenden Organismus und dem 
Menschen die Saéuren zunachst durch Ammoniak neutralisiert 
werden; erst wenn das Ammoniakreservoir des fleischfressenden 
Organismus erschépft wire, wiirden auch die fixen Alkalien des 
Blutes zur Neutralisation dieser abnormen Saéuren verwendet. 
Es kame also beim Kaninchen sofort, beim Fleisch- 
fresser erst bei héherem Grade von andauernder 
Sauerung zu einer Verarmung des Blutes an fixen 
Alkalien; sobald diese eintritt, kinne die Kohlensiéure nur un- 
geniigend aus den Geweben aufgenommen werden, der Kohlen- 
séuregehalt des Blutes sinke. 


1) Michaelis, Die Wasserstoffionen-Konzentration. J. Springer, 
1914. 8S. 88. 

*) F. Walter, Untersuchungen iiber die Wirkung der Sauren auf 
den tierischen Organismus. Arch. f. experim. Pathol. u. Phar. 7, 148, 1877. 
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So gestatte also die Bestimmung des Kohlenséuregehaltes 
des Blutes einen RiickschluB auf die Alkalescenz desselben. 

Tatsichlich fand Walter-Schmiedeberg auch bei ex- 
perimenteller Saurevergiftung bei Kaninchen ein Absinken des 
Kohlensauregehaltes des Blutes bis auf ganz geringe Werte von 
ca. 40°/, normal auf ca. 3°/, vor dem durch Siurezufuhr her- 
beigefiihrten Tode. 

Den sich aufdringenden Gedanken, daB vielleicht die Saure- 
vergiftung zur verminderten Kohlensaureproduktion der Gewebe 
fiihre und so die Kohlensiureverminderung des Blutes zu er- 
klaren sei, haben Lowy und Miinzer’) als hinfallig erwiesen, 
da das Blut siurevergifteter Kaninchen, das einen stark ver- 
minderten Kohlensauregehalt aufwies, mit Kohlensdiure von ge- 
wisser (3 bis 7°/,) Spannung geschiittelt, die entsprechenden 
Mengen von Kohlenséure nicht aufnahm. 

So finden wir bei den genannten Autoren folgende Daten: 


0 


























giz E & g Ho Bindungsfahigkeit des Blutes 

4) 2 § ot @85 fiir _Kohlensiure 

z $ m = 5 3 3 $ 2 

S| os ey = 19.3% |bei %/,CO, im| sind %/, CO, 

g S = Q a> | Schiittelglas im Blute 

1 | 1400 _ 1042,6 | 44,96 2,196 28,43 normal 

5 | 2400 | 0,79 g HCl | 1055.5 | 16,93 3,55 19,16 
pro l kg 7,53 22,26 

6 | 2600 | 0,72 g HCl} 1045,0 | 10,13 5,571 16,34) _dys- 
pro 1 kg 7,752 | 19,95 f itmung 

















Die Bindungsfahigkeit fiir Kohlenséure war also 
im Blute saurevergifteter Kaninchen stark herab- 
gesetzt, doch war das Blut noch imstande, etwas CO, zu 
binden, so daB Léwy und Miinzer hervorheben, ,,die Verinde- 
rungen sind nicht derart, daB sie den Tod der Versuchstiere 
erklarlich machen, fiir ihn muB8 ein deletérer EinfluB auf die 
Gewebszellen verantwortlich gemacht werden“ (I. c. S. 88). 

Porges, Leimdérfer und Markovici haben die starke 
Herabsetzung der Bindungsfahigkeit des Blutes fiir CO, einer- 
seits und die Gewebsschadigung andererseits zu gering ein- 
geschaitzt und kommen so auf der Suche nach Erklarungs- 
moéglichkeiten zur Atmung als Regulationsmechanismus. 


1) A. Léwy und E. Miinzer, Beitrige zur Lehre von der experi- 
mentellen Saurevergiftung. I. Mitteilung. Du Bois’ Archiv 1901. 
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Bevor wir an eine Kritik dieser Anschauung gehen, er- 
scheint es angezeigt, die Frage zu beantworten, wie sich der 
menschliche Organismus gegen Siéiurezufuhr verhalt und durch 
welche Vorginge er eine solche Séiuerung auszugleichen trachtet. 


III. Die Kohlensiurespannung bzw. der Kohlensaiuregehalt 
des venésen Blutes des Menschen bei experimenteller Saure- 
zufuhr. 

Zur Entscheidung dieser Frage stellten die Herren Begun 
und Herrmann Selbstversuche an. Sie nahmen durch langere 
Zeit eine gleichmaéBige Nahrung, deren tagliche Zusammen- 
setzung aus vorliegender Tabelle ersichtlich ist. 
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a) Be) em | a) a |e) o|N 
dkg| dkg| dkg |dkg | dke | dkg Tassen| dkg Stiick 
Begun ...| 21) 8 | 7| 18 — | 16 | 146; 0/0| 8 | 20| 12 
Herrmann .| 21 | 8 | 7 | 18 | 16 16 | 250; 2 3 0 | 12 








Sobald der Harn durch einige Tage eine gleichmaBige Zu- 
sammensetzung aufwies, wurde eine Reihe von Tagen Salzsiure 
(in Wasser) genommen. Nach Beendigung der Salzsdéurezufuhr 
wurde die (alte) Diat noch 3 bis 4 Tage fortgesetzt und ebenso 
die Bestimmungen fortgefiihrt. 

Bestimmt wurde wahrend der ganzen Zeit (die also in 
drei Teile zerfallt: Vorperiode, Periode der Salzséurezufuhr, 
Nachperiode): Einerseits die CO,- und O,-Spannung im Respi- 
rationssacke und andererseits im Harne N, NH,, Cl, P,O,, 
Kreatinin und schlieBlich die Aciditét des Harnes titrimetrisch 
mit Phenolphthalein als Indicator. Die nachfolgenden Tabellen II 
und III orientieren iiber die gefundenen Resultate. 

Das Ergebnis der angestellten Versuche ist ganz eindeutig. 
Beide Versuchspersonen scheiden bei der ziemlich gleichen 
Nahrung fast gleiche Mengen Stickstoff aus, die sich zwischen 
13'/, und 14g bewegen; bei Herrn H., der die Kost viel 
langer innehielt, sehen wir wahrend der Salzsdureperiode ein 
Ansteigen der Harnmenge und der Stickstoffausscheidung, wah- 
rend bei Herrn B. Harnmenge und Stickstoffausscheidung 
wahrend der ganzen Versuchsperiode gleich bleiben. Dies be- 
ruht darauf, da8 Herr B. die wihrend der Salzsiureperiode 
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Tabelle II. 
Herrmann. 
Sat: | ae. | 
Saig3| 2 || 2] 2| .3 de lE& 
8B POR ES! ¢& N INH.| 28 /O™Tin™| 84 (SU iss 
3 wol|es | 7 tO lato iP o| $2) 8olsa 
e Idsio8;| § SS eS Bl] Sal ES lea 
A one > | es 4 +} aD 
” q; <4, <a <a | N 

| %o | %o jem] g | g Sea hi a | 8 |cm 
17. IL. | 5,72! 6,01 1200| 16,58 0,98 4,80 rr RRs es 
18. 5,76 | 5,39 | 920 | 16,86 | 0,78 | 3,14 | 2,26) — | —}j—-|- 
19. 6,28 | 5,47 | 970. 18,02 | 0,85 | 3,88 | 2,40; — a —|j— 
20. II. | 6,09 | 5,13 | _ 14,67 0,69 | 3,80 2, 15 3900; — |— 
21. 6,05 | £79 65 | 13,92 | 0,84 | 4,90 | 2,05 5,19 423.8 | 142) — 
22. | 6,32/5,54 830 | 13,30 | 0,77| 4,73 | 2.24] 5,39| 4688 | 1,55 | — 
28. 5,96 | 6,68 | 870 | 18, 88 (0,78 | 4,66 | 2,15| 5,22) 452.4 | 1,45) — 
1 es. 


643 840 | 13,78 | 0,78 | 4,64 | 2,35 | 5,29) 528,8 | | 
| 910 | 14,14 | 0,74 | 4,31 | 2,41) 6,55) 491,7 | 1,29 | 


Mittel | 6, 08 5, 79 929 | 13,78 | 0,76 | 4,50 | 2,22 | 5,53) 459,2 | 1,43 | — 
26. II. | 5, 92 5,63 1150 15,71 | 0,91, 4,77 | 2,89 7,93) 586,5 | 1,62 | 15 
27.11. | 5,92 5,83 | 1250 13,58 1,19! 7,00 | 2,53! 7,88 625,0 | 1,37 | 15 









































28. — | — | 1830/ 15,52! 1,48) 7,60 2,93 | 9,15) 718,7 150 | 30 
1.05} — | — | 1300 | 15,52 1,40 7,41 | 2,58) 7,15, 676,0 | 1,48 | 10 
2. — | — | 1030 14,70/ 1,31; 7,28 | 2,88} 6,48) 607,0 | 1,47 | 15 
3. —  — | 1065 | 15,02 | 1,30) 7,12 | 2,49] 7,45) 617,7 | 1,39 15 
4. 6,05 | 6,05 | 1475 | 16,68 1,62, 7,38 | 2,66 | 8,11 722,75| 1,66 20 
5, oe | ae LOT ee Lom | om —|—| —]|] — | 2 
6. 6,02 | 5,55 | 1885 | 14,51 | 1,67 10,19 | 2,44} 9,43) 659,7 | 1,56 | 25 
7. 5,99 | 6,35 | 1800 | 15,30 | 1,71 | 9,21 | 2,85 |10,26, 702,0 | 1,58 | 25 
Mittel | 5,99 | 5,94 1454 15,10 1,45) 7,89 | 2,53 8,28) 665,4 | 1,50) — 
8. TIT) 5,96 | 5,06 | 1590 | 15,27 | 1,55 | 8,31 | 2,16 | 7,15, 620,1 | 1,78) — 
9. 6,00 | 6,19 | 820 | 13,32 | 1,08 | 6,11 | 2,39 | 5,16) 500,2 | 1,56 | — 
10. 5,99 | 4,95 | 1100 | 16,53 | 0,83 | 4,11 2,53 6,60 429,0 | 1,77) — 


zur Salzséurezufuhr nétige Wasserzulage in der Vor- und Nach- 
periode ebenfalls zu sich genommen hatte, wahrend Herr H. 
wahrend der Salzsiureperiode die Salzsiure in viel Wasser zu 
sich nahm, diese Wasserzulage aber in der Vor- und Nach- 
periode ausfiel, so daB die Mehrausscheidung an Harn und 
Stickstoff in der Zeit der Salzsiurezufuhr leicht verstandlich ist. 

Der Ammoniakgehalt des Harns betragt in der Vorperiode 
bei Herrn H. 4'/,°/,, bei Herrn B. schon normalerweise etwas 
mehr, 5,6°/,; letztere Zahl ist an und fiir sich etwas hoher 
als gewohnlich; doch wurde dies immer in gleicher Weise bei 
Herrn B. beobachtet. Es sind dies aber Ammoniakwerte, die 
noch der Norm entsprechen und nur darauf hindeuten, dab 
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Tabelle III. 
































Begun 

ié ¥ 
gle. 481 3 g|4 | 3| 2 a6 Boilie 
g 3) a/4.8 oP wc "So | : 2 ot i & Be i: 3 
2 lo8iteies |e lae| ee lare| els e° | ze ee 
@ SB e\g2 a a) —_e &) algo p als 8 
a | lize | 6" & NN? 

“lo | = | <¢ 
‘fo | jem] gs |e}; ~|eje] & | ecm 
16.111.] 5,99 | 5,44| 860) 13,11/0,92| 5,85|1,84/4,73 4042 | 1,44) — 
17. }6,10 5,52 | 1150 | 18,52 0,93) 5,71) 1,95 | 4,03 402,5 | 1,45, — 
18. | 5,92 | 4,36 | 1045 | 13,89| 0,91 | 5,89) 1,98 4,10] 407,5 | 1,45) — 

1 


Mittel | 6,00 | 5,10 | 1018 | 13,50 | 0,92| 5,65 4,28) 404,7 | 1,44) — 


| | | j 
leo 480,7 | 1,41 | 25 


19. IIT.} 5,99 4,86 | 1265 12,75 | 1,24| 8,00 


























2,02 d 
20. 6,02 | 5,87 1180 | 13,38 1,52] 9,44 2,21) 9,20) 566.4 | 1,59 | 30 
21. 5,95 | 5,86 | 1010 | 14,84 | 2,03 | 11,80 2,24 | 8,28} 656,5 | 1,49 | 30 
Mittel 5,98 | 5,36 1151 | 18,65 | 1,59) 9,58) 2,15 7,92) 567,8 | 149, — 
22. IIT.| 6,02 | 5,06 | 810 | 12,84 | 1,59 | 10,22 | 1,84 | 6,07 | 469,8 | 1,52) — 
23. 5,91 | 4,48) 780 | 12,98 | 1,42} 9,00 | 1,93 | 6,24| 445,6 | 1,49 | — 
2 














24. 5,99 | 5,89| 840|14,37/1,07| 6,08 5,36 | 428,2 | 1,71 | — 
beide Herren ziemlich stark saure Nahrung zu sich nahmen. 
Im iibrigen sind die absolut ausgeschiedenen Mengen von 0.76 
bzw. 0,92 NH, normale Tagesmengen. 

Die Aciditét des Harns bewegte sich in beiden Fallen 
zwischen 404,7 und 459 ccm "/,,-NaOH, und die Kreatinin- 
ausscheidung betrug durchschnittlich 1,43 bis 1,44 g fiir den Tag. 

Was die Kohlenséurespannung des vendésen Blutes betrifft, 
so war dieselbe in beiden Fallen anniahernd gleich, bei Herrn 
H. 6,08°/,, bei Herrn B. 6,00°/, einer Atmosphire. 

Nun nahm Herr H. 170 ccm, Herr B. 85 ccm einer 
12°/, Cl enthaltenden Salzsiure zu sich. Und der Erfolg? 

Sowie Salzsiure genommen wird, sehen wir in beiden 
Fallen ganz gleichmaBig ein bedeutendes Ansteigen des Am- 
moniakgehaltes des Harns und eine entsprechende Steigerung 
der Chlorausscheidung, eine ganz geringe Vermehrung der Phos- 
phorsiure- und Kreatininausscheidung und eine bedeutende 
Steigerung der titrimetrischen Aciditaét des Harnes. 

Wahrend der Periode der Salzsiure sehen wir die Stick- 
stoffausscheidung im Falle H. um 10°/,, im Falle B. um 1°), 
in letzterem Falle also, wie bereits erwahnt, fast unverandert. 
Die Ammoniaksteigerung im Falle H. betraigt in der Salzsaure- 
periode 71°/,, im Falle B. 69,5°/,. Die Chlorausscheidung 
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steigt im Falle H. um 48°/,, im Falle B. um 85°/,, wahrend 
die Phosphorsiureausscheidung im Falle H. um 14°), im Falle 
B. um 12°/, gegen die Vorperiode gesteigert erscheint. 

Die Kohlensaéurespannung betragt dagegen in der Salzsiure- 
periode im Falle H. 98,5°/,, im Falle B. sogar 99,6°/, der 
Vorperiode, ist also um so geringe Werte verschieden, da8 wir 
von einem vollkommenen Gleichbleiben sprechen kénnen, d. h. 
die Kohlensaéurespannung bleibt in beiden Fallen voll- 
kommen unbeeinfluBt durch die Saiurezufuhr. 

Nach Aussetzen der Salzsiurezufuhr bleibt in beiden Fallen 
die Ammoniakausscheidung noch 2 bis 3 Tage etwas erhéht, 
ebenso noch die Chlorausscheidung; beide sinken aber deutlich 
zu normalen Verhiltnissen ab, so daB bei Herrn H. die Am- 
moniakausscheidung am 3. Tage 4°/,, bei Herrn B. noch 6°, 
betragt und auch die Chlorausscheidung in beiden Fillen leicht 
gesteigert erscheint. 

Die beiden Versuche sind also ganz eindeutig und schlagend 
ausgefallen; sie zeigen, daB in den menschlichen Kérper 
eingefiihrte Salzsiure durch Ammoniak neutralisiert 
wird; eine Anderung der Kohlensaéurespannung im 
venosen Blute tritt nicht ein. 

Und nun gehen wir an die Erledigung der Frage: 


IV. Kann verminderte Kohlensiurespannung als MaB der 
Acidosis beansprucht werden? 


Diese Frage wurde bereits in der gleichen Weise von 
Michaelis (1. c. 8. 97) aufgeworfen und dahin beantwortet, da8 
verminderte Kohlensiurespannung nur dann als Kriterium einer 
Acidosis gelten kann, ,wenn neben der Verminderung der 
CO,-Spannung die [H’] des Blutes die normale ist.“ 

Dies geht aus dem von Michaelis fiir die [H)] des Blutes 
gegebenen Ausdrucke 
__(CO,) _ 

[HJ = Foo, * Wa HCO,) 


hervor. 
Denn wenn in diesem Ausdrucke die (CO,) kleiner wird 
— und eine solche Verminderung der CO,-Spannung sehen ja 
Porges, Leimdorfer und Markovici als Zeichen der Acidosis 
—, dann wiirde, falls (NaHCO,) unverandert bliebe, die 
[H'] kleiner werden, d. h. das Blut alkalischer sein. Soll 
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also die Verringerung der CO,-Spannung ein Zeichen der 
Sauerung darstellen, dann mu8 mindestens [H’) gleich bleiben, 
d. h. die BicarbonatgréBe in gleicher Weise verringert sein wie 
die CO,-Spannung. 

Dies setzen also Porges, Leimdoérfer und Markovici 
voraus! Aber einmal trifft diese Voraussetzung durchaus nicht 
immer zu, andererseits scheinen auch die beziiglich einer ver- 
minderten CO,-Spannung gemachten Angaben der Autoren im 
Einzelfall nicht ganz sicher. Als Beweis sei einmal auf die Be- 
stimmungen der genannten Autoren bei Schwangeren, anderer- 
seits auf die Angabe einer Verminderung der CO,-Spannung 
bei Carcinomatésen hingewiesen. 

Novak, Leimdérfer und Porges’) fanden bei Schwangeren 
eine Kohlensiurespannung von 5,36°/, gegeniiber 5,81°/, der 
Norm, also eine Differenz um knapp 10°/,. Die genannten Autoren 
erschlieBen aus diesem Befund eine Acidosis bei Schwangeren. 

Hierzu bemerkt Michaelis (1. c. 8. 97) folgendes: ,,Ich 
hatte nun Gelegenheit, an zahlreichen Schwangeren die [H’] 
des Blutes zu messen zu einer Zeit, wo ich diese Arbeiten 
(der genannten Autoren. Anm. d. A.) noch nicht kannte und 
deshalb ganz unbeeinfluBt war. Es fand sich im Mittel, bei 
18° gemessen, [H'] = 2,26-10-*, wahrend die zu gleicher Zeit 
vorgenommenen Kontrollmessungen an nicht schwangeren Frauen 
[H'] = 2,56-10-* im Mittel ergaben (s. Tabelle S. 102, 103) 
Die [H’] bei Schwangeren ist also im Mittel um etwa 10°), 
kleiner als in der Norm (das Blut ist alkalischer). Sind 
die Unterschiede auch klein, so ist es doch bemerkenswert, 
daB die [H'] um ebensoviel vermindert ist wie die CO,-Span- 
nung; daher mu8 die Bicarbonatmenge des Schwangeren-Blutes 
die normale sein, und es kann keine Acidosis vorliegen.“ 

Wiahrend in diesem Falle die Annahme nicht zutraf, dab 
die [H’] stets ungeandert sei, ja die verminderte CO,-Spannung 
nicht nur kein Zeichen der Acidosis darstellte, sondern im 
Gegenteil das Blut in Wirklichkeit relativ alkalischer war, hat 
fiir das Carcinom Heim®*) die Angabe von Porges und seinen 


‘) Novak, Leimdérfer und Porges, Uber die CO,-Spannung 
des Blutes in der Graviditét. Zeitschr. f. klin. Med. 75, 301, 1902. 

*) Heim, Studien iiber die Kohlenséurespannung des venésen Blutes. 
Ztschr. f. klin. Med. 78, 1913. 
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Mitarbeitern beziiglich Verminderung der CO,-Spannung des 
vendsen Blutes nicht bestatigen kénnen. 

Wir zweifeln nicht daran, daB auch fiir eine groBe Reihe 
von Krankheitszustanden, fiir die aus einer Verminderung der 
CO,-Spannung auf Acidosis geschlossen wurde, das Unrichtige 
dieser SchluBfolgerung aus einem oder dem anderen Grunde 
erwiesen werden wird. 

Miinzer’) hat seine Ammoniakstudien mit dem Satze ge- 
schlossen, daf weder fiir das uramische noch fiir das chol- 
aimische Koma, noch auch fiir die Leukimie ,eine Steigerung 
dieser normalen Sauerung bis zur toxischen Wirkung“ nach- 
zuweisen ware. 

Fiir die Uramie haben wohl Straub und Schlayer’) 
gleich Porges das Vorhandensein einer Saurevergiftung dis- 
kutiert, doch hat sich bereits Miinzer*) auf Grund friiherer 
Untersuchungen gegen diese SchluBfolgerung ausgesprochen. 

»Nur beim Diabetes mellitus — sagt Miinzer — findet 
man eine exzessive Saurebildung und muB8 die Méglichkeit 
einer Saéurevergiftung zugegeben werden.“ 

DaB im diabetischen Koma der Kohlenséuregehalt des 
vendsen Blutes stark vermindert ist, wurde bereits vor langer 
Zeit durch Minkowski‘), Wolpe*) und Kraus‘) sichergestellt. 
Zur Erklirung dieses Befundes griffen die genannten Autoren 


1) Miinzer, Die Bedeutung der Ammoniaksalze fiir die Pathologie 
nebst einem Beitrage zum Stoffwechsel bei Leukimie. Prager med. 
Wochenschr. 22, Nr. 15 bis 19, 1897. 

*) Straub und Schlayer, Die Uraimie eine Siurevergiftung? 
Miinch. med. Wochenschr. 1912, Nr. 11. 

’) Miinzer, Urimie und Harnstoffgehalt des Blutes. Prager med. 
Wochenschr. 37, 1912. — Derselbe, Ein Fall von Morbus Addisonii mit 
besonderer Beriicksichtigung der haimodynamischen Verhiltnisse nebst 
Bemerkungen zur Lehre von der Acidose. Zeitschr. f. experim. Pathol. 
u. Ther. 16, 1914. 

*) Minkowski, Uber den CO,-Gehalt des Blutes beim Diabetes 
mellitus und im Coma diabeticum. Mitteilg. aus der med. Klinik zu 
K6nigsberg 1888. 

5) Wolpe, Untersuchungen iiber die Oxybuttersiiure des diabeti- 
schen Harns. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 21, 138, 1886. 

*) Kraus, Uber die Alkalescenz des Blutes bei Krankheiten. 
Zeitschr. f. Heilkunde 10, 1889. — Siehe auch: v. Jaksch, Uber die 
Alkalescenz des Blutes bei Krankheiten. Zeitschr. f. klin. Med. 18, 1888. 
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auf die vonSchmie deberg-Walter experimentell festgestellten 
Folgen der Saurevergiftung zuriick. DaB der stark herab- 
gesetzte CO,-Gehalt des venésen Blutes unter nor- 
malen Verhaltnissen zu verminderter CO,-Spannung 
in den Alveolen fiihren muB, geht aus der Dissozia- 
tionskurve des Blutes klar hervor. 

Nun kommen Porges, Leimdérfer und Markovici mit 
einer anderen Erklarung: Das Atemzentrum ist gegen Sauren 
besonders empfindlich, Kommt es zur Entwicklung abnormer 
Saéuren, so bewirken diese durch Reizung des Atemzentrums 
eine Steigerung der Lungenventilation, es kommt zu vermehrter 
Abdunstung von Kohlensaure; ,die vermehrte Ventilation setzt 
die Kohlensiurespannung des Blutes und damit seine Aciditit 
herab“ (l.c. 8.3). ,Abhnlich wie die durch Sauerstoffmangel gebil- 
deten Séuren mu8 nun jede Acidosis zu einer Uberventilation 
und herabgesetzter Kohlensdiurespannung fiihren“ (I. c. S. 5). 

Gegeniiber dieser SchluBfolgerung ist zu betonen, daB die 
Sauren nicht als solche, sondern als Salze, und zwar — wie 
wir in Ubertragung unserer Versuche auf die menschliche Patho- 
logie sagen diirfen — als Ammonsalze im Ko6rper kreisen. 

Gleichwie in unserem Versuche sehen wir auch in der 
menschlichen Pathologie, sobald es zur gesteigerten Entwicklung 
von Saéuren kommt (wir verweisen auf die Phosphorvergiftung, 
beginnenden schweren Diabetes mellitus), eine entsprechende 
Steigerung des Ammoniakgehaltes des Harnes. Die Siuren 
werden zunichst durch Ammoniak neutralisiert. 

Da ist doch wohl der SchluB berechtigt, daB ebensowenig 
wie in unseren Versuchen von experimenteller Saurezufuhr 
beim Menschen eine Anderung der Kohlensiurespannung ein- 
trat, ebensowenig eine solche beim Diabetes mellitus im Be- 
ginn der Erkrankung trotz ausgesprochener Saéuerung nach- 
weisbar sein diirfte. Erst bei andauernder hochgradiger Saue- 
rung (wie sie ja fiir den Diabetes mellitus als tatsichlich vor- 
handen erwiesen wurde) kommt es, wie wir in Ubereinstimmung 
mit Schmiedeberg-Walter einerseits, Kraus-Minkowski 
andererseits annehmen, aus den eingangs (S. 258) festgestellten 
Ursachen zur stiandig fortschreitenden Verminderung des Kohlen- 
siuregehaltes des vendsen Blutes bzw. zur entsprechenden Her- 
absetzung der Kohlensaiurespannung der Luft in den Alveolen. 
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Den endgiiltigen Beweis in dieser Richtung werden Ver- 
suche beziiglich der Bindungsfahigkeit des Blutes Diabetischer 
gegeniber CO, erbringen, deren Durchfiihrung wir uns vor- 
behalten. 

Auf die Bedeutung solcher Versuche hat bereits Miinzer 
(I. c. 8.265 Nr. 3) und unabhangig von diesem Autor und gleich- 
zeitig Morawitz und Walker’) hingewiesen. 

Wir schlieBen unsere Ausfiihrungen mit folgenden Sitzen: 

1. Experiment und Klinik lehren, daS Siaiuren, sei es, daB 
dieselben experimenti causa in den menschlichen Organismus 
eingefiihrt werden, sei es, daB sie in demselben pathogen ent- 
stehen, zunachst durch Ammoniak neutralisiert und als Am- 
moniaksalze mit dem Harne ausgeschieden werden. 

Ammoniak ist ein Saureindicator (Hallervorden, 
Miinzer). 

2. Eine Anderung der Kohlensiurespannung des vendsen 
Blutes tritt hierbei zunichst nicht ein, und so kann die Kohlen- 
siurespannung auch nicht als MaB8 der Acidosis dienen. 

3. Verminderte Kohlensaiurespannung ist ,,nicht ohne gleich- 
zeitige Kontrolle der anderen Faktoren eo ipso“ (Michaelis 
8. 98) als MaB der Acidosis zu deuten. 

4. Der Kohlenséuregehalt des vendsen Blutes sinkt erst 
bei andauernder Acidosis infolge der schlieBlich eintretenden 
Verarmung des Blutes an Kohlensiurebindern, vielleicht auch 
infolge der Gewebsalteration; ob und inwieweit die Atmung 
dabei beteiligt ist, miissen weitere Untersuchungen lehren. 

5. Die Kohlensiurespannung der mit dem venésen Blute 
im Ausgleich stehenden Alveolarluft ist in erster Linie ab- 
hangig vom Kohlensiuregehalt dieses Blutes und insofern wahr- 
scheinlich eine Funktion der Bindungsfiahigkeit des Blutes fir 
Kohlensaure. 

6. Die Kohlenséurespannung des venésen Blutes kann auch 
ohne jede Sauerung sinken; in welchem Ausmafe und fiir 
welche Zeitdauer, miissen weitere Versuche lehren. 


1) P. Morawitz und J. Chandler Walker, Uber ein tonometri- 
sches Verfahren zur Bestimmung des Gleichgewichtes zwischen Sauren 
und Basen im Organismus. Diese Zeitschr. 60, 395, 1914. 








EinflufB der Nahrung und der Bewegung auf den 
Blutzucker. 
Von 
W. von Moraczewski. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der medizinschen Klinik in Ziirich.) 


(Eingegangen am 30. Juni 19165.) 


Wir haben in der folgenden Versuchsreihe die Blutzucker- 
vermehrung unter dem Einflusse der Nahrung und unter dem 
Einflusse der Muskelarbeit naher untersucht, da in den bis jetzt 
vorliegenden Arbeiten noch manches Zweifelhafte herrscht, das 
durch Serienversuche eher eine Deutung erhalten diirfte. 

Wenn wir namlich Kohlenhydrate zur Nahrung zusetzen, 
so haben wir nicht immer eine Blutzuckervermehrung zu er- 
warten. Zuweilen tritt eine solche auch bei reichlicher Kohlen- 
hydratnahrung nicht ein (J. Bang). Dagegen sehen wir oft 
bei geringem Kohlenhydratzusatz Glykimie und Glucosurie auf- 
treten. Es wird mit Recht behauptet, daB eine ausgehungerte 
Leber die Glykogenbildung ,,verlernt“ hat, und daB hungernde 
Tiere eher zur Glucosurie und Glykimie neigen als gut genahrte. 

Wir miissen somit zweierlei unterscheiden. Die Vermehrung 
des Blutzuckers unter Einflu8 der iibereichlichen Kohlenhydrat- 
nahrung und die Vermehrung unter dem EinfluB der mangel- 
haften Glykogensynthese. 

Es kann eine Glykimie auftreten, wenn die ausgehungerte 
Leber schlecht assimiliert. Es mu dann keine iiberaus grofe 
Kohlenhydratmenge gereicht werden, um Glykamie nnd Glucos- 
urie hervorzurufen. Das ist der Fali bei hungernden Kaninchen, 
die bei massigem Zuckerzusatz glukosurisch werden. — Es kénnte 
aber auch bei wohlgenahrten Kaninchen lediglich durch Zucker- 
zusatz Glykimie auftreten, nur miiBte hier die gereichte Zucker- 
menge groBer sein. — Uberhaupt ist also die Glykamie von 
der Menge des gereichten Zuckers nicht direkt abhiingig. 
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Es ist aber auch die Glucosurie von der Blutzucker- 
menge nicht direkt abhangig, denn es kann der Blutzucker 
erhéht werden, ohne da8B es zur Glucosurie kommt, z. B. im 
Fieber, und was noch wichtiger ist, es kann trotz der Er- 
héhung des Blutzuckers in Fieber die Toleranz fiir Kohlen- 
hydrate hoch bleiben — vielleicht sogar erhéht werden. Wir 
miissen uns also denken, daf hier der im Blute kreisende 
Zucker viel rascher als sonst verschwindet und sogar eine Er- 
héhung desselben von keiner Zuckerausscheidung gefolgt wird. 

Das eben Gesagte rechtfertigt jede weitere Untersuchung 
dieser so verwickelten Vorgange. — 

Wir haben uns vorgenommen: 1. den EinfluB der ver- 
schiedenen Nahrungsarten: EiweiB, Fett, Kohlenhydrate, Gela- 
tine bei ausgehungertem Individuum zu studieren. 2. Denselben 
Einflu8 bei guter Ernahrung zu verfolgen. 3. Den EinfluB8 der 
Muskelbewegung bei verschiedenen Nahrungsarten zu _ unter- 
suchen. 


Methoden, 


Der Blutzucker wurde nach der Bangschen Methode, die 
zu Serienversuchen besonders bequem erscheint, bestimmt. Da- 
bei wurden kleine Modifikationen gemacht, die kurz erwahnt 
werden sollen. Statt 0,1 wurde 0,2 Blut in ein dickes Filtrier- 
papier aufgesaugt. Diese Menge kann auf einer chemischen 
Wage fast ganz genau und regelmaBig eingehalten werden. — 
Die Diffusion des Zuckers dauerte nicht *, Stunde, sondern 
mindestens 1 bis 2 Stunden, da wir uns tberzeugt haben, dab 
?/, Stunde nicht immer ausreicht. — Die Diffusion geschah in 
einer Temperatur von 40 bis 60°, indem die mit Blut und 
Kaliumchloridlésung beschickten Glaser in warmem Wasser von 
40° verblieben. — Die Lésung wurde stets filtriert wobei das 
Léschpapier sowie das Filtrierpapier (beides zuckerfrei ge- 
waschen und ausgekocht) zwischen den Fingern ausgepreBt 


wurde. — Es wurden ohne Ausnahme drei Proben in Arbeit 
genommen, die meistens genau stimmten; sollte eine ab- 
weichen, so wurde sie auBer acht gelassen. — Drei Umstande 


mégen nochmals als wichtig hervorgehoben werden: das Kochen 
darf nicht linger wahren als 2 Minuten; der Verschlu8 muB 
sicher sein, damit die Luft nach der Kupferreduktion nicht 
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eindringe’), die Jodlésung muB frisch bereitet sein und darf nicht 
langer als 3 Tage benutzt werden. 
Neben der Blutbestimmung haben wir den Harn unter- 

sucht und zwar auf seinen Gehalt an Harnséure, Indican und 
auf seine Oxydationsfaihigkeit. Zu diesem Ende wurden 10 ccm 
Harn ohne Entfarbung nach Zusatz von Phosphorséure oder 
von Natronlauge mit "/,,.-Permanganatlésung filtriert; weitere 
10ccm wurden mit Tierkohle entfarbt und ebenfalls in saurer 
und alkalischer Lésung mit "/,5)-KMnO, titriert. — 5ccm mit 
Tierkohle entfairbten Harnes wurden mit 5 ccm Natronlauge ver- 
setzt und in der Siedehitze mit 1 °/,, Methylenblaulésung bis zur 
beginnenden Blaufarbung tropfenweise versetzt. Es sollte die 
Methylenblau-Entfarbung iiber etwaige Harnreduktion AufschluB 
geben. Der Harn wurde von 6 Uhr friih bis 10 Uhr friih ge- 
sammelt und nur diese Menge wurde beriicksichtigt. 
Das Blut wurde 1 Stunde nach dem Frihstiick um 8 Uhr 
friih untersucht. Am dritten Tage jeder Periode wurde das 
Blut niichtern untersucht. 

Das Versuchsobjekt, véllig gesund, wurde auf eine konstante 
Didt gesetzt, die aus 1500 g Kartoffel pro Tag _bestand. 
Nach 3 Tagen, wobei am dritten Tage das Blut, wie oben ge- 
sagt, niichtern entnommen wurde — wurde zu der Portion Kar- 
' toffeln 56 bis 60 g Fett zugesetzt, dieses wahrend 3 Tagen be- 
| obachtet, am dritten Tage ebenfalls niichtern das Blut unter- 
sucht und so weiter fortgesetzt, indem immer Perioden von 
3 Tagen mit Kohlenhydratzusatz, EiweiBzusatz, Gelatine, La- 
vulose usw. gemacht wurden. 


L 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle I zusammengestellt und 
bieten folgendes Bild. Der Blutzucker, der wahrend der 
Hungerperiode etwa 0,053 bis 0,061 °/, betrug, steigt bei Fett- 
zusatz um ein geringes, aber, niichtern untersucht, zeigt er den- 
selben Wert, wie in der Hungerperiode 0,053 °/,. — Ein Zusatz 
von 100g Gelatine erhéht den Blutzucker auf das Doppelte; 
dieser EinfluB, bereits von Claude Bernard?) beobachtet, scheint 
nicht von Dauer zu sein, und wird mit jedem Tage geringer — 


A IES PE et RADE ALTOS! 





1) Die Kohlensauredurchleitung haben wir in der dritten Versuchs- 
reihe ganz unterlassen. 
*) Legons de physiol. exper. 1, 146. 
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Tabelle I. 
— lea 2! gefirbt | entfarbt | . | 
~ 1S; o\- - | | ® } 
= ‘gs Ss) o2\o21.21.2 efisi| 4 
§ [goss sSlsicsictigs|2| € 
g f2eeepssaeaas"|a| = 
taigplosiasosigs 3 | 
ay sgh? i= Sahahekahs? | 
0,076 150.240 120/115 15 7/138 — |0,0045 
i 0,069 200 240 120 40 40 | 10 1,37 0,089,0,0012 
1500 g Kartoffel . . 0,053 280 252 103 36 28) 8 1,25| — 0,061 
0,061 180 152.152, 21, 21 | 7 1,03 | — |0,0027 
Blutzucker-Durchschn. u. Dal | 
Harn-Ausscheid. in 3 Tgn,3|00! 660 644 375) 97 so] 3,65 — (0,0100 
: 0,073 180)126 93, 21,18) 7 1,01 0,079\0,0081 
1500 g Kartoffel u. 50 @)1o,070|180|176 117| 14) 25| 7 1,11 (0,067 0,0056 
0,050180/460 84 16) 20 | 12 0,78 0,068 0,0120 
Blutzucker-Durchschn. u. | i : 
daesbsidens 2 8 Yen. }}0.064|540 762 284 51/63 26 | 2,90 (0,214 0,0257 
0,132'2201198 110| 22'17| 6/ 2,33 0,110.0,0066 
1500 g ee 100 8)19'199. 180/198 93| 14 19 | 12 2:71 0,099 0.0016 
0,119 100/190 104; 24) 40 16 | 1,85 0,083 0,032 
Blutzucker-Durchschn. u. anal | 
se ean din3Tgns 0,124/500 586/307 60 76 34 6,89 0,283 0,0114 
= 0,108|150/390 113] 22 57 18 1,68 0,066/0,0010 
1500 g  sarwnas ° 100 0,089|240|182|103| 24 16 12/ 1,40 0,087 0,0036 
ee 0,066) 80/160| 72| 814 5 0,58 0,057/0,0024 











Blutzucker-Durchschn. u. 
Harn-Ausscheidung 


1500 g Kartoffel 
100 ,, EiweiB 


| 


0,088 470 732 288, 54 


0,073|150,129, 93 
0,095/180 144 122 
0,084 150 141/114, 


7 | | (85 8,66 '0,210 0,0070 


12) 12, 3 | 1,35 0,072 0,0022 
21) 27} 9 1,54 0,079 0,0108 
12, 13 | 4. 1,55 0,079 0,0120 





Blutzucker-Durchschn. u. 
Harn-Ausscheidung 


1500 g Kartoffel 
100 ,, Lavulose 


| 


0,084'480 414 329 


0,088 120/127, 81, 
0,098 120.216 96 
0,058 80) 67 96 


45] 52/16 | 4,44/0,230 0,0250 


| } 
14,7 72 6 |1,036/0,066 0,0036 
15) 14) 7 (0,777 0,066 0,0018 


6! 8) 4 '0,537|0,059 0,0026 








Blutzucker-Durchschn. u.) 
Harn-Ausscheidung J 





0,081 320|410 273 


35 29/17 '2,850 0,171 0,0080 


100 g Rohrzucker verursachen am ersten Tage eine bedeutende 
Steigung des Blutzuckerwertes, immerhin nicht so groB wie bei 


Gelatine; niichtern untersucht, 


ist der Blutzucker ganz wenig 


gréBer als normal, etwa 0,066 statt 0,061°/,. Der Einflu8 von 
100g Eiwei8 ist zwar am erstem Tage unbedeutend, steigt aber 
dann und bietet sogar in niichternem Zustande eine der Norm 


gegeniiber erhdhte Zahl 0,084 °/,. 


— Dagegen verursacht 100 g 


Lavulose eine geringere Vermehrung als der Rohrzucker und 
Biochemische Zeitschrift Band 71. 


18 








272 W. v. Moraczewski: 


im niichternen Zustande ist das Blut nach 3 Tage Lavulose- 
zusatz ebenso zuckerarm wie an den normalen Tagen. 

Diese Resultate bestitigen zum Teil das von Th. B. 
Jacobson’) gefundene, daB naimlich die Zuckerarten den Blut- 
zucker vermehren, Fett dagegen es nicht tue. Immerhin mu8 
hervorgehoben werden, daB eine geringe Zuckervermehrung auch 
bei Fett eingetreten ist, daB besonders ein Zusatz von Eiweil} 
deutlich den Zucker in die Hohe treibt. Es mag sein, dai 
dieses nur bei Hunger zutrifft. 

Ich will gleich hervorheben, daB man in dieser Versuchs- 
reihe die Blutzuckerbewegung am einfachsten als Folgen der 
Ernahrung deuten sollte. Wir haben hier kaum einen Grund, 
von Leberinsuffizienz und mangelhafter Glykogensynthese zu 
sprechen. Es scheint, da8 bei ungeniigender Ernahrung sogar 
das Eiwei8 den Blutzuckergehalt zu steigern vermag; auch das 
Fett tut es in ganz unbedeutendem Grade. Die Polysaccharide 
werden scheinbar schlechter verbraucht wie die Monosaccharide, 
denn Rohrzucker bewirkt am ersten Tage eine groBere Steigerung 
als die Lavulose. Es ware gezwungen, die Erhéhung bei 
Gelatine und Eiwei8 als mangelhafte Glykogensynthese zu 
deuten. 

Wenden wir uns zu den im Harne gewonnenen Werten, 
so finden wir, da8 sowohl die Methylenblauwerte wie die Per- 
manganatoxydation bei Fett und Gelatine héher ausfallen als 
bei Rohrzucker und Lavulose; besonders an den Tagen, wo der 
Harn wie das Blut niichtern untersucht worden waren. 

Wenn wir die Harnschlacken als Ausdruck einer Insuffizienz 
der Leber betrachten im Sinne der G. Rosen feldschen Auffassung, 
so sind hier die Harnséure, das Indican, die Oxydation und 
Reduktion — wenn Methylenblau davon als Ausdruck gelten 
darf — alle bei Fettnahrung erhéht und bei Lavulose gering, 
trotzdem der Blutzucker an diesen Tagen die gleichen Werte hat. 

Der EiweiBzusatz steigert dauernd den Blutzucker und 
veranlaBt keine Schlackenerhéhung. Dieses will sagen, daB es 
die Leber ,,glykogenfahig“*) macht. Und damit stimmt auch alles, 
was wir iiber EiweiBernahrung wissen. 


1) Th. B. Jacobsen, diese Zeitschr. 56, 471. 
*) G. Rosenfeld, Berl. klin. Wochenschr. 1908. 
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Meine friiheren Versuche’) mit Indoldarreichung bei ver- 
schiedenen Nahrungsarten, die mich zu diesen Versuchen an- 
regten, zeigten deutlich, daB bei Fettnahrung die Toleranz fiir 
Indol geringer wird, wie bei Eiwei8 und Kohlenhydraten. 

Fassen wir nochmals die Ergebnisse der ersten Reihe zu- 
sammen, so diirfen wir sagen, daB wir bei mangelhafter 
Ernahrung durch Zusatz von Kohlenhydraten eine geringe 
und voriibergehende Steigerung des Blutzuckers erreicht haben, 
durch Zusatz von EiweiB und Gelatine eine gleiche, aber 
mehr andauernde Steigerung, bei Fett lieB sich so gut wie 
keine Steigerung des Blutzuckers erzwingen. 


II. 

Die zweite Versuchsreihe sollte iiber den EinfluB des Fettes, 
des EiweiBes usw. bei reichlicher Ernahrung uns unterrichten. 
Bei reichlicher und gemischter Kost wurde an zwei bis drei 
Tagen bedeutend mehr an Fett, Zucker usw. gegessen und das 
Blut, wie friiher, nach dem Friihstiick untersucht; der Harn 
ebenso von 6 bis 10 Uhr friih gesammelt. Im Harne wurden 
die gleichen Zahlen notiert, nimlich: die Harnmenge, die Anzahl 
der Kubikzentimeter der Methylenblaulésung, die Permanganat- 
zahlen, die Harnséure, der Stickstoff und das Indican. 

Die Tabelle II faBt die Resultate zusammen. 

Wenn wir hier die Blutzuckerwerte betrachten, so finden 
wir den Normalwert auf 0,070 bis 0,080 erhéht. Da es sich um 
dasselbe Individuum handelte und die Versuche unmittelbar 
aufeinander folgten, so mu8 hier der Blutzucker als Zeichen 
einer besseren Ernahrung gelten (wenn man ihn nicht als Zeichen 
eines Uberschusses von in der Leber nicht verwertbaren Zuckers 
deuten will). Jedenfalls sehen wir aus der Tabelle, daB der 
Traubenzucker, der Rohrzucker und besonders die Starke durch- 
aus nicht den Blutzucker beeinflussen und nicht nur 
keine deutliche Steigerung, sondern eher eine Herabsetzung 
der Blutzuckerwerte bewirken. — Der Normalwert ist am An- 
fange der Versuche 0,07 bis 0,08 — am Ende 0,096. — Man 
darf also die Zahlen, die wir an den Zuckertagen treffen, 
0,098, 0,094, 0,086, 0,085, 0,083, kaum als eine Vermehrung 





1) W. Moraczewski, Sulla relatione de l’indolo ete. Arch. d. 


fisiol. e pathol., Palermo 1908. 
18* 
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Tabelle II. 
=i S bt | ent: ‘arbt | 
ig (ation men as 
Sale calegedicg(sdleci a 2 
SEP SE) 82 sSle8lsSlcsize| 2 = 
B™o |B’. £4 as |e" Ca ie! cr = § 
BE (55\>lesieslasiealaa| ” | 
Ry RS eer ee ee | 
| ] | 
Gusitealie Kost . 0,056 110) 24611 13 44 14 10 1,63 0,097 0,026 
fi (Durchfall) 0,071 130) 104. 54/14) 6,5 2,6 1,57 0,080/0,017 
MieeRiee 6 wis om-are 0,085 90] 262| 77 18 30,6 9,0 0,99 0,039 0,011 
Gemischte Kost . . ]0,091 130) 338 88/17 19 | 6,5 1,78 0,094/0,013 
Ruhe . .|0,074'500| 440.235 40.25 (10 |4,620,169'0,037 
Bewegung | 0,083 200/ 136132 24 6 | 6 1,680,096 0,012 
Gem. Kost u. 100 g Rohrz. |0,098 275] 257 198 2713 11 1,98 0,093 0,015 
i Bewegung . .|0,113 170) 250105) 817 | 6 1,830,098.0,013 
,  Ruhe . . . .|0,086/260/ 390143 28 20 10 (2,3 
* u. 100g Gelatin. 0,102 275) 357 123 3013 | 8 2,99 0,091 0,009 
: ca 0,121 475 285/109 1714 14 3,21 0,091 0,003 
7 ” "Starke 10,085 375) 412157 30/14 15 2,5710,11510,0019 
‘ = eek ihe 0,083 400} 384 132 40|22 12 (2,290,105 0,0040 
ss , 200 g Gehirn | 0,085 250) 180150 30/10 | 7 |1,92,0,283 0,090 
i i al 3 0,085 290) 214130'20/ 9 8 1,980,169 :0,0162 
. » 100 g Caramel | 0,085 210) 377107 21 |12 | 8 |1,47,0,092 0,002 
¥ AAG Page 8 0,102 290, 230140 30/52 14 1,760,102 0,010 
“ apts - 0,098 160, 179 96 19| 8 | 6 '1,16 0,070 0,014 
» 50g Fett .|0,103/250) 710 187 40/50 20 2,28/0,088 0,015 
: pete : 0,093 280 364 131 28 |19 14 2,04 0,086 0,016 
; ce ee 0,063 375, 547138 26/15 (11 |2,27.0,103 0,017 
i » 60 g Alkohol 0,094 275) 236137 27|16 |13 |1,43.0,099,0,027 
. Fa Pay te 0,079 535 278134 42/16 10 2,540,117 0,032 
‘ ” 100 g KiweiB |0,091'310 340173 31/18 | 9 (3,47 0,150 0,028 
2 ie ¥ 0,102 '376, 262150 30/11 | 7 3,040,082 0,015 
3 ng Bh Trau- {}0,086 210 231122 29| 6 |10 12,020,103 0,0046 
benzucker 1]0,094 180, 308 130) 30 |20 12 1, 73.0,118.0,0185 
Gemischte Kost . . . . |0,096 200) 420 120) 24 |20 10 '2,07|0,107 0,010 
: . « « » 10,085) 330, 264125 30|10 10 1,89,0,083,0,010 
Gem. Kost m. 3 g Jodkali }0,080/250| 325, —|95| —| 7,511'58 — 0,006 
. yiiea 0,088 /185| 370 — | 20 7,411.43, — |0,0062 
Sn ee eee 0,096 330, 297 125 38 26. 9,9 2,58 0,082 0,018 
”  frih ~—-—«6 bis 10" }0,098 380, 304152 38/19 11  2,31/0,08510,034 
»  Mittag10 , 2°] — 375 300135 30/11 | 7,5/2,1010,094,0,022 
» Abend 2, 9] — 3701258 807, 85 55 (25 |3,10,0,1620,012 
»  machts 9, 6%] — ae ies est 84 |67 (33 |4,18)0,172.0,013 
i | | 
Durchschnittswerte. | at 
Bei Gem. Kost Bewegung | 0,095 350 300 120 35 \24 | 9 '2,40 0,090 0,020 
i s Ruhe . . {0,074 (500) 440 235, 40 |25 |10 4,62 0,169 0,037 
. ”  (Durchfall) |0,071 180 104 54 14/ 6,5] 2,6 1,57 0,080 0,017 
Hungertag....... 0,085) 90 262| 77 18/30 | 9 |0,99/0,089.0,011 
100 g Traubenzucker . . {0,090 190 270 125; 29 13 {11 1,800,110 /0,008 
100 g Rohrzucker Ruhe . 0,092 265) 320/133, 27/16 |10 2,180,109 0,019 
, Bewegung }0,113/170) 250105 8|17 | 6 1'83 0,093 0,013 
100 g Caramel .... . 0,095 220, 262 114 23 |24 | 9 1,46|0,088 0,009 
100.0 Wile... wes 0,084 390, 390/140 35/18 |14 |2,43,0,110.0,008 
100g Gelatine ... . . 0,111 | 375) 320116 24/14 |11 3,110,091 0,006 
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Tabelle II (Fortsetzung). 
ae aie. Ce ai Pr gs | gefarbt |entfarbt} | =| 
85 |PPle? |e lw alge! ec 
ye 2 BS laf ce ck cel es, 5 g 
Ssflce 85 | 2 sl 8 slice! 2 2 
SERS CESS SS ISS Sia e = 
Reef. de legetigee ise] 3 | 4 
SE igs 3= Sime as Zeist) 
BE EGER ER IAR| | 
= oss Sp SS 
100 g EiweiB...... 0,096 340 300 |161) 30 15 8 3,25 0,120| 0,022 
100 g Nucleinhalt. EiweiB |0,085)270 190 | 140 25} 9) Z 1,98 0,200) 0,020 
l,l re 0,086, 301, 540 | 150] 31 | 28 | 15 2,20 0,090) 0,016 
60g Alkohol ..... 0,086 400) 257 1135] 85 | 16 | 2 2,000,110) 0,030 
3g Jodkali ..... 0,084/220 350 | — | 22| —| 7 1,50 — | 0,006 


auffassen. Auch das EiweiB sua in dieser Periode keine 
deutliche Vermehrung. Wir finden immerhin eine solche am 
zweiten Tage der EiweiBnahrung 0,102 und bei Gelatine 0,102, 
0,112. Es will dieses sagen, daB bei Kohlenhydraten der 
Nahrungszucker besser assimiliert wird als bei EiweiB, denn 
wir dirfen uns kaum das Resultat der Blutzuckererhohung bei 
EiweiB als eine bessere Ernahrung deuten. Ich glaube eher 
bei diesen Zahlen die Vermutung aussprechen zu diirfen, dab 
hier die Glykaimie ein Ausdruck der Leberinsuffizienz sein 
diirfte, denn wir sehen das Fett, das in der Hungerperiode 
keine Erhéhung des Blutzuckers bewirkte, hier eine Erhéhung 
hervorrufen, die allerdings am nichsten Tage verschwindet. 
Auch EiweiB, das in der ersten Periode weniger als Rohrzucker 
den Blutzucker beeinfluBt hatte, steigert ihn hier bedeutender. 
Alkohol, Caramel, Jodkali, das wir neben den Kohlenhydraten 
und EiweiB gegeben haben, waren ohne EinfluB auf den Blut- 
zucker. 

Somit scheint bei Uberernahrung der Blutzucker einen 
konstanten Wert zu haben, der etwa wie der osmotische 
Druck konstant ist und auch nach reichlichem Kohlenhydrat- 
zusatz gleich bleibt. Auch jede andere Art von Nahrung vermag 
bei Uberernahrung nur voriibergehend den Blutzuckerspiegel zu 
andern. Jedenfalls wirken Kohlenhydrate anders als EiweiB: 
Es kann ein Blut, das 0,050°/, Zucker enthalt, einen Zusatz 
von 100 g Zucker tiglich vertragen, und ebenso ein Blut, das 
0,090°', Zucker enthalt. Nur ist im ersten Falle die Schwankung 
am ersten Tage deutlich, am dritten nicht mehr zu sehen 
(vgl. Tabelle I), im zweiten Falle bei Uberernahrung ist die 
Schwankung auch am ersten Tage nicht sichtbar. 
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Nicht so das Eiwei8, das bei Hungernden den Blutzucker- 
spiegel dauernd hebt und der durch EiweiB erzeugte Blut- 
zuckerzuwachs verschwindet nicht wie bei Lavulose oder Starke. 
Bei Uberernahrung kann das EiweiB wie das Fett keinen Ein- 
flu8 haben; hat er ihn, so ist er vielleicht eher der Ausdruck 
schlechter Assimilation. 

Die Gelatine halt einen besonderen Platz, da sie bei jeder 
Ernahrungsform den Blutzucker zu steigen vermag. 

Was nun die Harnausscheidung angeht, so war sie im 
groBen und ganzen in Ubereinstimmung mit der friiheren Be- 
obachtung. So haben wir bei Fettagen die gréBten Werte fiir 
Harnséure, Methylenblau und Permanganat. Auch die ersten 
Tage der kohlenhydratreichen Nahrung zeigen deutliche Ver- 
mehrung der Harnsaure, der Schlacken iiberhaupt, deutlicher, 
wie bei der ersten Periode. Es will dieses sagen, daB ein Zu- 
satz von Kohlenhydraten bei Uberernihrung anders wirkt als 
bei Hunger, indem er hier ein deutliches Anwachsen der oxy- 
dablen K6rper zur Folge hat. 

In dieser Periode haben wir Gelegenheit gehabt, etwas zu 
beobachten, was der Gegenstand unseres Studiums in der nachsten 
Periode sein wird, naémlich den EinfluB der Muskelbewegung 
auf den Blutzucker. Bei gemischter Kost und bei Rohrzucker- 
zusatz sahen wir, daB eine Muskelarbeit, die nur auf der Arbeit 
der Armmuskeln beruhte (Fechten), eine deutliche Steigerung des 
Blutzuckers bewirkte, und zwar besonders deutlich bei Rohr- 
zuckernahrung. Diese Bewegung setzte merkwiirdigerweise alle 
Schlacken herunter und zwar bei jeder Art von Nahrung. 

Wenn wir die zweite Periode kurz charakterisieren wollen, 
so sagen wir, daB bei Uberernahrung eine Stabilitit der Blut- 
zuckerwerte besonders auffallt, eine Stabilitat, die durch Kohlen- 
hydrate noch weniger gestért wird, als durch EiweiB oder 
Fettzusatz. 


Ill. 

In der dritten Periode befaBten wir uns hauptsachlich mit 
dem Einflu8 der Bewegung und der Toleranz des Organismus 
auf Rohrzuckerzusatz. 

Die Nahrung wurde festgesetzt und bestand aus 2000 bis 
2500 g Milch und 300g Brot. Zu dieser Nahrung wurden 
bald 56 bis 60g Fett, bald die calorisch aquivalente Menge 
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EiweiB bzw. Gelatine wahrend 4 Tagen zugesetzt. Zwei Tage 
von diesen Perioden wurde Ruhe beobachtet, zwei, andere Tage 
wurden Marsche von 12 bis 14km ausgeiibt und zwar bei 
ziemlich warmem Wetter. Am Schlusse jeder Periode wurde 
niichtern 200g Rohrzucker gegessen und gleich danach etwa 
in einer Stunde die Blutuntersuchung und Harnuntersuchung 
gemacht. 

Das Blut wurde stets um 7 Uhr morgens niichtern und 
um 2 Uhr nachmittags, eine Stunde nach dem Essen, unter- 
sucht. An den Tagen, wo Rohrzucker genossen wurde, wurde 
noch eine dritte Blutuntersuchung um 9 Uhr vormittags vor- 
genommen. — ; 

Bei der Besprechung der Ergebnisse werden wir zuerst 
den EinfluB der Nahrung, dann die Toleranz auf Rohrzucker, 
endlich den EinfluB der Bewegung ins Auge fassen. 

Was nun den EinfluB der Nahrung betrifft, so haben wir 
im groBen und ganzen die friiher gewonnenen Resultate be- 
stitigen konnen. Auch in dieser Periode war die Nahrung kaum 
ausreichend (2*/,1 Milch, 300g Brot). Der Blutzuckerwert 
schwankte um 0,045 bis 0,050. Ein Zusatz von Stirke be- 
wirkte eine Stunde nach dem Essen ein Ansteigen des Blut- 
zuckers. Niichtern blieb der EinfluB aus. EiweiBzusatz be- 
wirkte wie in der ersten Versuchsreihe eine Zuckervermehrung, 
die sogar in den folgenden Tagen in der niichtern untersuchten 
Portion zu finden war. Fett rief keine Blutzuckersteigerung 
weder niichtern noch unmittelbar nach dem Essen hervor. 
Gelatine erzeugte diesmal keine hervorragende Wirkung. Uber- 
haupt wurden hier dieselben Wirkungen auf den Blutzucker- 
gehalt konstatiert, die wir in der ersten Versuchsreihe kennen 
gelernt haben — Kohlenhydrate riefen eine Blutzuckersteige- 
rung, Fett eine geringe Wirkung hervor. Nur die Gelatine 
hatte hier keine so deutliche Blutzuckervermehrung zur Folge. 

Am SchluB von jeder Periode wurden niichtern 200 g Rohr- 
zucker genommen. Diese Versuchsanordnung sollte AufschluB 
geben, wie die vorhergehende Nahrungsweise auf die Toleranz 
einwirkt. Es hat sich nun herausgestellt, daB bei der unge- 
geniigenden Standardkost eine geringe Steigerung des Blut- 
zuckers auftritt, die etwa 2 Stunden anhalt. Ubt man aber 
Bewegung aus, so scheint die Toleranz gréBer zu werden, und 
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die gereichte Zuckermenge ruft auch bei dieser Ernahrungs- 
weise so gut wie keine Veranderung hervor. 
Normale Kost . . . . . 0,061 bis 0,085 
Bewegung bei normaler Kost 0,056 bis 0,061 
7 Uhrfr. 9 Uhr fr. 
Die Toleranz bei Stirkenahrung gestaltet sich folgender- 
maBen: 


nach 200 g 
Rohrzucker. 


bei Ruhe . . . . . 0,063 bis 0,061, 
bei Bewegung . . . 0,074 bis 0,065. 

Die geringe Differenz riihrt von der Bewegung her, die, 
wie wir gleich sehen werden, den Blutzucker zu heben vermag. 
Es scheint bei Starkenahrung wie bei gewdhnlicher Standard- 
kost die Toleranz sehr groB zu sein, gréBer bei Starke und 
Ruhe als bei Standardkost und Ruhe. 

Nach einer 4tigigen Eiwei8nahrung ruft 200g Zucker 
keine bedeutende Blutzuckervermehrung hervor: 0,045 bis 0,064, 
obgleich der Harn eine geringe Reduktion, quantitativ nicht 
bestimmbar, zeigte. 

Nach Fettnahrung zeigte das Blut das erste Mal eine 
deutliche Steigerung des Blutzuckers nach 200 g Rohrzucker, 
namlich 0,085 bis 0,086, und der Harn reduzierte stark, da- 
gegen das andere Mal nach vier Tagen Fettnahrung ergaben 
die 200g Rohrzucker 0,025 bis 0,045 — also eine durchaus 
normale, eher eine subnormale Zahl. 

Bei Gelatinenahrung waren die Blutzuckerwerte nach 200 g 
Rohrzucker 0,052 bis 0,045, also durchaus normal. Ebenso 
nach reichlichem Wassertrinken. 

Es muB8 somit allgemein gesagt werden, daB die Toleranz 
am besten bei Kohlenhydratnahrung ausfallt, was auch die Ar- 
beiten der v. Noordenschen Schule') bei Diabetes erwiesen 
haben. Weiter mu8 betont werden, daB Eiwei8 und Fett die 
Toleranz*) vermindern. Dieses tritt hier nicht mit voller Deut- 
lichkeit auf, da hier die Ernahrung eher unzureichend war, 
aber bei Uberernahrung wire vielleicht der Einflu8 des Zuckers 


1) Zeitschr. f. klin. Med. 65, 66, 67. 

*) Es mu8 nochmals betont werden, daB eine Zuckerausscheidung 
durch den Harn trotz der geringen Blutzuckermenge méglich erscheint, 
s0 wie umgekehrt kein Harnzucker zu sehen ist trotz der Erhéhung des 
Blutzuckers. 
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deutlicher zu sehen. SchlieBlich sei hervorgehoben, daB die 
Bewegung die Toleranz zu vergréBern scheint, was auch des- 
halb plausibel ist, weil die Bewegung trotz der Erhéhung des 
Blutzuckers einen groBeren Zuckerbedarf bietet, und damit ist 
zu erkliren, daB im Fieber, trotz der Erhéhung des Blut- 
zuckers, nach Zuckerdarreichung keine Glucosurie auftritt. 

Den EinfluB der Bewegung haben wir an zwei Individuen 
studiert. Das erste diente in allen Versuchsreihen als Objekt, 
das zweite hat sich den Versuchen, betreffend NahrungseinfluB 
und Bewegung, unterzogen. Es war das ein sonst gesunder 
Mann, der eine geringe Toleranz fiir Zucker hatte und eine ge- 
wisse Neigung zur Glucosurie zeigte. Es war uns dies um so 
mehr erwiinscht, bei diesem Manne die Verhaltnisse kennen 
zu lernen. 

Der Einflu8 der Bewegung gestaltete sich nun folgender- 
mafen: Bei jeder Nahrung zeigte sich eine kleine Steigerung 
des Blutzuckers durch Bewegung. Diese Steigerung war aber 
am deutlichsten da, wo die Ernahrung reichlicher war. Am 
deutlichsten war sie bei Starke, dann bei gemischter Kost, 
EiweiB und Gelatine — weniger deutlich bei Fettnahrung und 
bei der Standardkost. 

Das andere Individuum zeigte aber eine deutliche Steige- 
rung bei jeder Kost, auch bei der Fettnahrung, und zudem 
war der Unterschied zwischen Ruhe und Bewegung bei ihm be- 
deutend gréBer. So war bei M.J. (leichte Neigung zu Diabetes) 
bei normaler Kost der Wert von 0,053 des Blutzuckers bei Be- 
wegung auf 0,085 gestiegen, wihrend er bei M. W. bei 0,060 
verblieb. Bei Fettnahrung zeigt der Diabetiker (sit venia 
verbo) eine Steigerung von 0,050 auf 0,084 der Normale den 
Unterschied M. W. 0,053 bis 0,040 — eher eine Verminderung. 
Bei EiweiB zeigt der Diabetiker den Zuwachs von 0,055 auf 
0,082 Blutzucker, waihrend der Normale von 0,043 auf 0,071 
den Blutzucker vermehrt. Bei Starke finden wir beim Diabetes 
einen Zuwachs von 0,079 auf 0.100°/, Blutzucker, waihrend der 
Normale’ mit einer Steigerung von 0,074 auf 0,083 antwortet. 
Auch bei Uberernaihrung zeigt der Normale bei gemischter 
Kost einen Zuwachs von 0,074 auf 0,091, bei zuckerreicher 
Kost einen solchen von 0,098 bis 0,113. 

Dieses will sagen, daB die Bewegung den Zucker im (r- 
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ganismus mobilisiert und daB dieser beim Normalen nur von 
dem Depot bei reichlicher Ernahrung geschépft werden kann, 
bei anderen auch ohne reichliche Ernahrung aus Eiwei® viel- 
leicht entsteht. Diese durch Bewegung bewirkte Blutzucker- 
steigerung ist der Fieberglykimie an die Seite zu stellen und 
beruht wohl auf einer EiweiBzersetzung oder sonstigem Mobil- 
machen der Zuckerquellen. DaB sie bei Individuen, die zur 
Glucosurie neigen, hoher ist, gibt uns ein Mittel, die Neigung 
zu Diabetes zu erkennen und die Ursache des Diabetes niher 
zu prazisieren. Es ist ein leichteres Mobilmachen des Zuckers, 
eine leichtere Zuckersteigerung durch Bewegung fiir Diabetes 
charakteristisch, — Wir haben mit einem echten und sehr 
schweren Diabetes einen Versuch gemacht, der unsere Erfah- 
rung vollauf bestatigte. Wir haben bei ziemlich strenger Kohlen- 
hydratentziehung zwei Tage den Blutzucker bestimmt bei Ruhe 
und daran anschlieBenden zwei Tagen bei Bewegung. Hier 
die Resultate: 
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rs Te car 2 
els > &/8 1/4] 2 SBBelzs 
S.41 2/28 /8/8)] 2 lets se 
Bes] 3) 8/8/8 | @ |8aéaiee 
BCs = | § fa | I - ous 32 
"7 sla lgid|/2i] a (gs88/ 8s 
a | lene 1S 
7 vm. | 0,192 | 1300 | | 87,7 | 2,87 0,221 | 1,028 | viel 

Bewegun (21 0° /0) 
gung- - }1 19m. | 0,220) 600 | asta (0,180 1,081 | viel 

| (21,6°/,) 
7 vm. | 0,184 | 1050 | 47,2 | 2,49 | 0.857 | 1,031’ | viel 

7 gaping se: | 21,99) 
12m. | 0,202} 500; — | viel 
7 vm.| 0,191 | 1050 | 44,6 3,92 0,420 1086 viel 

(21,2°/,) 
Bewegung . | 12m. | 0,228! 500 | 27,5 | 1,72 | 0,220 | 1,087 | viel 

| (20,5 °.) 
7 vm.| 0,162 | 1000 | 52,5 | 3,09 | 0,474 | “1.036° | viel 

Ruhe | | 20,2 *f0) | 
vs 12 m. 0,162 | 600 | 27,6 | 1,42 | 0,201 | 1,030 | — 
| | (20,3%),) | 


' 


Man sieht ohne weiteres, daB der Blutzucker bei Bewe- 
gung steigt und bei Ruhe fallt, man sieht aber weiter, dab 
der Harnzucker sich umgekehrt verhalt. Er fallt bei Bewegung 
und wird bei Ruhe gréBer. Mit dem Harnzucker steigt bei 
Ruhe die ausgeschiedene Harnsaure, es fallt dagegen das Am- 
moniak. Bei Bewegung wird also trotz Vermehrung des Blut- 
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zuckers die Zuckerausscheidung geringer, was darauf deutet, 
daB mit der Mobilmachung auch die Blutzuckerverwertung 
steigt. Ebenso wie bei Fieber und bei Muskelarbeit der Ge- 
sunden. 

Auch ein vollig Gesunder kann durch anstrengende Be- 
wegung den Blutzucker zum Steigen bringen. Die Quelle 
dieses Zuckers ist die Nahrung, wie folgender Versuch zeigt. 
Es wurde der Blutzucker bei einem Gesunden an vier nach- 
einander folgenden Tagen bestimmt und zwar am ersten Tage 
200g Rohrzucker wihrend eines 2stiindigen Marsches ver- 
zehrt. — Am anderen Tage wurden die 200g Rohrzucker ver- 
zehrt und dabei strenge Ruhe beobachtet. Am dritten Tage 
wurde bei vollig leerem Magen Ruhe beobachtet. Am vierten 
Tage wurde, ohne jede Nahrung zu sich zu nehmen, ein 2stiin- 
diger Marsch gemacht. Es ergab sich folgendes: 

I. 7 Ubrvm. 0,043 18,3 200g Rohrzucker 
12 » m. 0,080 19,0 viel Bewegung 
a . 0,045 18,3 200g Rohrzucker 
12 » m. 0,055 20,0 vollkommene Ruhe 
III. 7 » vm. 0,047 18,5 Hunger — Ruhe 
12 m. 0,045 20,0 — 
IV. 7 » vm. 0,047 19,1 Hunger — Bewegung 
12 » m. 0,052 30,1 — 

Man sieht, da8 sogar ein hungernder Organismus den 
Blutzucker durch Bewegung steigern kann, nur ist hier die 
Steigerung unbedeutend: von 0,047 auf 0,052°/). Es ist eben das 
Glykogen —- wenn wir es schematisch ausdriicken wollen — 
schwer beweglich. Verfiigt aber der Organismus iiber Nahrungs- 
zucker bei reichlicher Zufuhr von Kohlenhydraten, dann ist 
die Steigerung durch Bewegung ganz bedeutend, von 0,047 auf 
0,080°/,. Beim Diabetiker ist aber das Glykogen viel eher 
beweglich, er braucht keine Kohlenhydrate, um den Blutzucker 
zu steigern, er steigert ihn sowohl bei Fettnahrung wie auch 
bei Hunger. 

Andererseits lehrt dieser kleine Versuch, daB ein Gesunder 
ganz bedeutende Mengen von Nahrungszucker aufspeichern 
kann, ohne den Blutzucker zu erhédhen, wenn er Ruhe be- 
obachtet. Es erhéht sich der Blutzucker um ein geringes, von 
0,045 bis 0,055 (zweiter Tag). Hungert ein Gesunder und be- 
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Tabelle III. 
ey | 8 | Normale I Dia. 2500¢ 3 Milch. 300g Brot Be Ss 
ge |}Ual vigsi.c| 2 Sl, 
2 3¢ E422 E e §2| % z ££] Verhalten. Dit. 
A |s8iRsseime os § | Baling 
az =e | Sie is | 
an eT S/o eee fee .. on Nemes: oye a 
27.1v.| 6 0,055, — | — ay ag: 
10 40,065) — 1150 1025 — | 2,590/1,721] Ruhe. NormaleKost. 
2 0,091) _ — —_ — —_ —_— ” ” ” 
28.IV.} 7 10,075) — |1860 1022 — | 2,907\0,700] » - 
4 jo063 —|—- |— —| —|—-|]| ; ca 
29.IV.} 7 10,048 19,0) 900 1011 — | 1,8770,189]  » es 
2 {0,070 20,0) 970 1014 — 1,484)0,325 * . . 
30.IV.} 7 |0,034/21,1) 750 1015 — | 1,275/0,255]  » a 
2 |0,071/20,0/ 600 1022, — | 0.81610,402 ; 
1. V. 7 10,06018,0 650 1016 — 0,884 0,225 200 g Richiciniier. 
“ee anes poege gece 
2 0,055 19,5) 900 1019 — 1 o200;368 
0,060 — 6980 — | — /|12,853 3,183 
| 4470 | 6,856 1,762] Summe der 3 Tage. 
2.V.| 7 10,054/19,0 400 |1027; — | 0,884 0,296] Viel Bewegung. 
2 $0,057/19,8) 400 1028, — | 0,748.0,364] Normale Kost. 
3. 7 |0,062/19,8 3380/1032; — | 1,009 0,234 
2 10,072'18,5) 350 |1031| — | 0,969 0,294 
4. 7 10,056/19,0 420 |1028 | 115,60) 0,882 0,336] 200 g Rohraucker. 
9 10,061/180 — ma | ome 
2 |0,072/20,0 350 1029 11,20 0,805 0,354 
0,060  |2250' — | — | 5,297,878] Summe der 8 Tage. 
5. 7 0,057 19,5) 520 1028 |14,00; 0,7070,348] Normale Kost und 
2 {0,088 18,0) 760 1020 |10,66| 0,4680,304] 100g Starke. 
6. 7 0,070 18,5) 700 1017} 8,19) 0,812/0,235] Ruhe. 
2 {0,085 18,6) 700 1018| 7,21| 0,525(0,117 
7. 7 10,063 17, 4/1000, 1011 | 5,61 0,935 0,367 100 g Rohrzucker. 
9 0,061,17,4 —|— 
2 0,090 16,0 600 1022) 6,98 0,49210,385 
0,074 — |4380| — [42,60 1,706 
3100 | 27,94 2,764/1,054] Summe der 2 Tage. 
8. V. 7 10,074 18, 4) 7501017 10,60, 0,765 0,302] Normale Kost. 100 ¢ 
2 10,091'17,7| 600. 1021 9,62 0,408 0,318] Starke. Bewegung. 
9. V. 7 |0,074/18,0 850 /1080 | 9,55) 0,585 0,285 200 g Rohrzucker. 
9 10,065|17,1) — | — 
2 10,066/18.0 300 1033 | 10,41 0,367 0,252 
0,083, — gaa 40, 18 2,075 1, 107| Summe der 2 Tage. 
10.V. 7 0,054 17,0) Normale Kost. 
2 |0,052.17,5| 370 1027 |10, 48 0,503/0,294 50¢ Fett. Bewe- 
11. V. 7 10,05718,6| 410 1029 13,69) 0, gung. 
2 10.052'17,0| 430 1027 9,93) 0,641 0, '259 
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Tabelle III (Forteetzung). 








Stunde der 





o Feste Stoffe 


~~ 
~ 
| 


Blut- 
zucker 
des Blutes | 
Harn- 
menge 
Spez 
Gewicht 


ge 
| 23 
| 








roc ~10 ~3 | Blutentnahme 





Normale. Diat. 2: 500g Milch. os Brot] 
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19,0| 580 /1021 11,89 0,592 0, 234 
0,079/18,0) 560 |1021 | 8,62) 0,571 |0,282 
0,085|19,8| 930 1012 | 11,95 0,474 (0,186 
0,086|17,4| — 
0,076,17,1| 550 1025 | 7,04] 0,374 |0,295 


0,062 








0,070, — |2620 | — 39,50, 2,011 |0,997 


0,066, 19,1 1150 /1015 14,72 0,703 0,308 
0,088. 17,7, 650 1019 | 8,13) 0,663 |0,327 
0,084| 19,0 750 |1023 8,62 1,147 0,252 
0,085) 18,5 450 1027, 5,17 0,688 0,378 
0,034 20,0 900 | 1024 | 8,16 1,350 0,454 
0,057|18,0 420 |1027 |15,62) 0,583 |0,169 


0,071, — 4320, — 160,42 5,134 |1,888 


0,085 19,6, 750 1023 |29,80. 0,967 |0,502 
0,043/19,0| 460 1028 |17,15, 0,860 |0,386 
0,042,183! 760 1026 |31,20. 1,421 |0.459 
0,044/19,0, 550 1028) — | 1,122 /0,368 
0,045) 19,3, 780 1022| — | 1,198 |0,413 
0,064|18,0| — | — | — | on 
0,070/17,5, 550 1028} — | 1,234 0,332 











0,043) — 3850| — | 6,797 |2,460 
0,048 17,0, 450 1030 8,68 1,102 0,292 
0,088 18,0 440 1031 '14,02| 1,016 |0,443 
0,051 19,7} 670 0025 |22, 24) 1,025 |0,408 
0,076 18,5) 860 1025 |18,57) 0,901 10,339 
0,066] — |2420) — [63,51 4,044 1,482 
0,052/18,0 800 1026 23,60, 1,006 |0,376 
0,061/19,0, 640 0024 24.64) 1,126 |0,289 
0,035/18.2 1100 0016 28.27 1.298 0,418 
0,052)18,6, 750 1018 |18,30) 1,275 (0,302 
0,052'18,3,1100 1018 25,45 1,122 0, 294 
0,045 19,5) — 
0,048 20,0 450 1026 11; 56 0,918 0,301 


0,048| — (3400 | — '83,58| 4,613 |1, 315 
0,038'19,0} 500 |1028 16,71! 0,935 (0,335 
0,038 18.2, 3201029 | 7.41/ 0.653 0.301 
0,039|17,3| 500 |1030 |16,72) 1,020 |0,420 
0,046/18,5) 300 1030 | 811. 0,612 0.292 


0,040! — (1620 | — 48,95) 3,220 1,348 
0,028 18,2) 420 1031 |13,48| 0,928 0,271 
0,045/20,3, 330 1030 |10,16) 0,662 |0,331 
0,025, 18,0, 450 (1031 (14, 44 0,949 0. 378 
0,045'16,5| — | — | 

0,047 18, 0, 330 '1032 7,63 0, 505 0,288 

















0,038, — |1530' — 45,71 3,044 1,268 





Normale Kost. 
50g Fett. Ruhe. 
200 g Rohrzucker. 


Summe der 2 Tage. 


Normale Kost und 
100 g Eiwei8. 
Bewegung. 


Summe der 2 Tage. 


Normale Kost und 
100 g EiweiB. 
Ruhe. 


200 g Rohrzucker. 


Summe der 2 Tage. 


Normale Kost. 
Gelatine 100. 
Bewegung. 


Summe der 2 Tage. 


Gelatine 100 g. 
Ruhe. 


200 g Rohrzucker. 


Summe von 2 Tagen. 


Fett 50 g. 
Ruhe. 


Summe der 2 Tage. 


Fett 50 g. 
Bewegung. 
200 g Rohrzucker. 


Summe der 2 Tage. 
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Tabelle III (Fortsetzung). 
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ss s | Normale Diat. 2500g 3 Milch. 300g Brot 
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& v3 ra e | ' © | = cs } ' 
5 $2 $2 £2| 8 &| $2 3 ch re Verhalten. Diat. 
A | ss PR zeta Vo g qf |te 
no |S ox 
ae al | /o | | | 
31.V 7 |0,037/19,8! 530 |1029 11,55! 0,991 0,391] 1000 g Waseer. 
2 0,045)20.1! 450 |1027 7,52| 0,612 | \0,378] Bewegung. 
1.VI.| 7 0,081/20,0/1520 1010 |15,65| 1,489 |0,407] 1000 g Wasser. 
2 |0,057|19,01030 |1012 | 9,27] 0,628 (0,242) Ruhe. 
2.VL| 7 {0,056{18,2/1800 1010 |11,57' 0,918 0,369] 
2 |0,030|20.0/1120 1010| 8,63) 0,495 (0,338 
3.V1.] 7 0,085|18,0/1200 |1012 13,87, 0,816 |0,322] 1000 g Wasser. 
9 0,045) — | —!— — | — | 200g Rohrzucker. 
2 joo50/—| — |— }— | —]}— 
2 Joos1 — | 980| — 19,07, 1,603 0,768 { paneer poune om 
0,048, — boned — {24,922,117 0,659 Ausscheidung am 
0,043 — 2920) — |20,20 1,413 |0,707 } Tage der Ruhe. 
0,088) — | 760; — |22,85) 1,522 0,638] Bewegung) p44 
0,040 — | 810 — 24,45 1,610 0,674] Ruhe } _ 
0,053 — | 830 — 24,81. 1,299 0, 544] Bewegung Fett 
— | _ |1310) — |19,75) 1,005 [0,498] Ruhe } Fett. 
0,074, — 1200 — | — | 1,712 0,629] Bewegung) ,._- 
0,043 — 1300 — | — | 2,266 0,820] Ruhe } Kiwis. 
| pore 
Dd — te | — | — | ee a BEY euace 
0,060 — 750 —  — _ 1,799 0,626] Bewegung 
0,060 — 1490 — | — | 2,285 Ruhe } Normal. 
0,066 — 1210 — 31,80 2,022 0,992 Bewegung) a ojati 
0,048 — 1700 — 41,79, 2,306 '0,657| Ruhe }Gelatine. 


obachtet er Ruhe, so wird seine Blutzuckermenge selbstver- 
stindlich konstant bleiben. 

Wenn wir also nochmals unsere Beobachtungen, die den 
EinfluB der Bewegung betreffen, wiederholen diirfen, so ergibt 
sich, daB die Bewegung iiberhaupt den Blutzucker vermehrt, 
indem er sozusagen aus den Muskeln oder sonstigen leicht zu- 
giinglichen Depots ausgepreBt wird. Er wird wie beim Fieber 
mobil und deshalb wird wohl auch die Toleranz gréBer. Aller 
Zucker wird im Blute retiniert, wie etwa die Chloride beim 
Fieber und bei den Animien. (Die Trockensubstanzbestimmung 
beweist indessen, daB es sich nicht um Wasserretention handelt.) 
Diese Erscheinung des Zuckermobilmachens oder der ProzeB 
des Hineinpressens des Zuckers in das Blut ist bei Normalen 
schwerer als bei Diabetikern, die sogar bei Hunger und bei 
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Fettnahrung viel mehr Zucker bewegen kénnen, viel mehr Zucker 
in das Blut einsaugen. 

Der Diabetiker vermag aber auch durch Kohlenhydrate 
viel eher den Blutzucker zu vermehren als der Normale; diese 
langst bekannte Tatsache findet in unseren Versuchen, an M. J. 
ausgefihrt, die in der Tabelle IV enthalten sind, ihre Bestatigung. 
Der Blutzucker steigt dort durch Rohrzuckerzusatz von 0,053 
auf 0,080; bei Starkezusatz von 0,052 auf 0,080, wahrend Fett 
und Eiwei8 ihn unbeeinfluBt l48t. Ich erinnere daran, daB 
der Gesunde im Falle einer Starke- und Zuckernahrung eine 
Steigerung von 0,060 auf 0,070 aufweist. (Tabelle III.) 

Es eriibrigt noch, das Verhalten des Harnes bei den 
zwei letzten Versuchsserien zu besprechen. Wir haben sowohl 
bei Gesunden (Tabelle III), wie bei den zur Glucosurie Neigen- 
den (Tabelle IV) die tagliche Harnmenge in zwei Portionen, 
5 Uhr abends bis 6 Uhr morgens und 6 Uhr morgens bis 5 Uhr 
abends gesammelt und darin den Harnstoff, das Ammoniak, 
und die Harnsdéure bestimmt. Abgesehen davon, daB die Nah- 
rungsweise eine unbedeutende Anderung in der Ausscheidung 
dieser K6rper brachte, ergab sich die tiberraschende Tatsache, 
daB die Bewegung bei Gesunden ein Steigen der Harnsiure- 
ausscheidung bewirkt und zwar ebenfalls meistens bei Kohlen- 
hydratnahrung, bei Gelatine und bei gemischter Normalkost. 
Bei Fett- und EiweiBnahrung sehen wir nicht nur keine Stei- 
gerung, sondern sogar ein Herabsinken der ausgeschiedenen 
Harnsaure. 

Es muB betont werden, daB die Bewegung die Harnaus- 
scheidung verminderte; trotz der geringen Harnmenge war die 
Harnsauremenge groB. —- Umgekehrt verhielt sich das Ammoniak, 
das gerade dort, wo die Harnsiure vergréBert war, geringer 
wurde und ebenfalls nur bei Kohlenhydraten, Gelatine und ge- 
mischter Kost diese Erscheinung zeigte, nicht bei Eiwei8nahrung. 

Bei EiweiB- und Fettnahrung nimmt umgekehrt die Harn- 
siure und das Ammoniak bei Bewegung ab, bei Ruhe zu. 

Bei dem zur Glucosurie Neigenden ist dieselbe Erscheinung 
zu sehen, nur nimmt hier auch bei Fettnahrung die Harnsaure 
zu, ganz entsprechend der Tatsache, da8 auch der Blutzucker 
bei Fettnahrung mobil gemacht werden kann, wahrend dies 
bei Gesunden nicht geschieht. 
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Tabelle IV. Fall M. 
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Datum 


28. IV. 
29. IV. 
30. IV. 


bo 


or 


_ 


‘ on 
<a < < << 


18. 
19. 


19. 
20. 


am 


21. V. 
22. V. 
23. V. 


Stunde der 
Blutentnahme | 


cowowowoc ee 00 WO woow oo 


wow 


oO Ww 00 Ww CO 








. 10,061 
. 10,102 
. 10,023 


. 10,085 


Blutzucker | 
Feste Stotfe 
des Blutes 
Harnmenge 
i, Spezifisches | 
Gewicht | 


} 


| 


Ammoniak 
Harnsaure | 


Harnstoff 


| 


Diat 
und Bemerkungen 





° 
> 
————- 


| 





| 125 | 1028 
800 | 1030 
— — | 
| 330 | 1029) 


0,045 
750 | 1028) 


PEt 4 


1,61 0,361/0,185 

7,37 1,85 (0,752 
| 

3 339 0.89710.271 

5,76 1,657 0,510 





0,045 =| 705 1017, 


0,057 20,01 410 1029, 
0,045 18,0 320 (1029 
0,053 21,0 460 | 1031, 





4,50 1,071/0,280 


3,161 1,045/0,274 
2,567 0,534/0,269 
2,95 0,938 0,808 





0, 090 19,5 
0,077 21,0. 
0,080/18,5| 


0,070)20,5, 


430 | 1033) 2,19 
| 250 | 1034) 3,20 

450 | 1034 )11,55 
370 | 1031 /10,91 


0,296 
0,252 
0, 333] 

,274 


mm 
\0,552 
1, 147 
0,881/0 





0,076, one 


(0,092/19,5 
(0,097 20,0 
0,095/19,8 
0,097 21,0 


1070; — | 


500 1033 14,14 
410 1082 11,59 
400 1036 13,36 
390 1031) 9,52 


2,580 


1,275 
0,836 
1,360 
0,862 


0,859 


0,300 
0,315 
0,403 
0,234 











0,096) — 


0, 062) 18,2, 
0,120/18,0' 
0, 085, 18,8) 
0,055 
0,050 
0,050 
0,055, 
0,084) 


17,0) 
18,0 


18,8 
19,0) 





1032 
1033 
1031 
1026 
1026 
1026| 7,61 
1028) 8,25 
1025 11,61 


7,08 
15 03 
8,64 
6,43 
8,11 


1200 


240 
450 
300 
500 
| 420 
| 420 
430 
640 


0,952 


0,168 
0,351 
0,195 
0,310 
0213) 
0,75610,252 
0,023 0,266 
0,761 0,320 


13,058 


0,571 
1,147 
0, 765 
0, 765 
0,928 











(0,096 
0,052 


0,094 
(0,085)}18,0 
0,060) 18,4 


18,0 





— (35,28 
23,97 


1390 | 
1270 | 


430 1027 
590 | 1025 
450 | 1026 


2,673 0,866 
2,707/0,731 


0,963)0,258 
0,702 0,289 
0,612,0,247 





0,079 — 


10,090 18,0 
0,091) 18,0 
0,095 18,1 
0,100, 18,2 
0,107) 18,8 


1470 


530 | 1028 
420 | 1026 
550 | 1025/ 7,04 
500 1026) 7,70 
610 | 1029 12,50 


2,277 


0,631 
0,499 
0,467 
0,680 
1,037 


6,09 
8,06 


0,397 
0,216 
0,308 
0,290 
0,384 

















0,100) — 


0,794} 1 








'1660| — | — |2,184/0,989 


Normale Diat ent- 
sprechend 21/, Liter 
Milch u.300 g Brot. 

Ruhe. 

Bewegung. 


Ruhe. 


n 
n 
n 


Norm. Diat mit 100 g 
Rohrzucker. 


Ruhe. 


Ruhe 1'/, Tag. 


Bewegung. 
Norm. Diat m. 100g 
Rohrzucker. 


Bewegung 11/, Tag. 
Ruhe } Norm. Diat 
Beweg.} und 50 g 
” Fett. 
Ruhe. 
n 
Bewegung. 


” 
n 


Bewegung 1'/, Tag. 
Ruhe 1), Tag. 


Ruhe. Normale Diat 
und 100g Starke. 


1), Tag Ruhe. 


100 g Starke. 
Bewegung. 


11/, Tag Bewegung. 
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Tabelle IV. 


Fall M. J. (Fortsetzung). 





| 
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oly le.| (8 | 4 | 
, |es| 2188 gizai 312i 8 
3 |e8|8 32 8 ise! 8 | 2/8 Diiit 
4 BEelBiss §1/8 3&| § = | & | mit Bemerkungen 
zs walt S veel oie i <q | 
=) /o | 
23.V.| 3 |0,08718,0 8310/1029! 7,56 (0,6850,201|Normale Diat und 
24. V. [3 nm. |0,077 20,0 500 | 1029/11,57 0,680(0,310] 100g Fleisch. 
25.V.| 8  |0,08320,3 410 | 1032 10,41 0,906 0,274] Bewegung. 

0,082] — 1220| — [28,54 '2,271)0,785] 1"), Tag Bewegung. 
25.V.]| 3. |0,05020,8 550 1032/11,23 11,07210,385 Normale Diat und 
26.V.] 8 0,055 18,0, 300 |/1030| 8,87 (0,77510,252| 100g Fleisch. 

3 0,055'18,4 450 1032/11,34 /|1,071|0,360] Ruhe. 
27.V.] 8 10,065 19,0 3001031) 6,54 (0,630/0, 204 
0,055) — 1200 — 31,44 2,918/0,997 1"/, Tag Ruhe. 
28.v.| 8 |0,045|19,3; — | — 3 es 
3 |0,07017,4 500 1027 110,27 0,850 0,280| Normale Kost, 4Glas 
29.V.| 8 |0,065117,3) 480 1026| 9,84 0,8160,230] Mihlbr. 
1. VI] 3  |0,06520,0 420 1030! 9,70 1,020 0,243] Ruhe. 
0,067, — |1400' — [29,81 2,686(0,753]11/, Tag Ruhe. 


Auch diese Harnsiurevermehrung spricht dafiir, daB bei 
Diabetikern die Bewegung leichter zu einer Eiweibzersetzung 
fiihrt, wenn man die Harnséurevermehrung als Ausdruck der 
EiweiBzersetzung auffassen will. 

Vielleicht schiitzt die reichliche EiweiBnahrung vor der 
Zersetzung oder bringt anderes Material — jedenfalls ist die 
Tatsache der verminderten Harnsdureausscheidung bei EiweiB- 
nahrung, die wir in beiden Fallen iibereinstimmend beobachtet 
haben, beachtenswert. 

Die Bewegung bringt eine Verminderung des Ammoniak- 
wertes mit sich und man diirfte diese Ammoniakverminderung 
als eine Séiureverarmung des Organismus deuten. Diese Er- 
scheinung ist bei dem zur Glucosurie Neigenden nicht beobachtet 
worden. Bei ihm ist Ammoniak mit der Harnsaiure vermehrt, 
was wohl auf den veranderten Stoffwechsel beruhen wird. Auch 
der echte Diabetiker schied bei Ruhe mehr Harnsiéure und 
weniger Ammoniak aus als bei Bewegung, wie der Normale bei 
Fleischnahrung. 

Die ebengenannten Tatsachen mégen nur erwahnt werden. 


Eine richtige Deutung ist vorliufig nicht zu geben. 
Biochemische Zeitschrift Band 71. 19 
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Zusammenfassung. 


1. Es wurde der Einflu8 der verschiedenen Nahrungsarten 
bei mangelhafter und iiberreichlicher Ernaihrung auf den Blut- 
zuckergehalt studiert und gefunden, daB bei mangelhafter Er- 
nahrung die Kohlenhydrate voriibergehend den Blutzucker 
steigern, das EiweiB aber dauernd, wenn auch geringer, den 
Blutzucker hebt. Bei Uberernahrung sind die Kohlenhydrate 
ohne EinfluB auf den Blutzucker, EiweiB und Fett bewirken 
eine unbedeutende, aber anhaltendere Wirkung. 

2. Es wurde der Einflu8 der Bewegung auf den Blutzucker 
studiert und festgestellt, daB je nach der Nahrung der Blut- 
zucker leichter vermehrt werden kann. So wird bei Kohlen- 
hydrat- und Gelatinenahrung der Blutzucker durch Arbeit er- 
héht, bei Fleisch- und Fettnahrung weniger. Dieses gilt fiir 
Gesunde. 

Bei Diabetikern und zur Glucosurie Neigenden ist sowohl 
die Erhéhung des Blutzuckers durch Nahrung wie durch Be- 
wegung leichter, und es wirkt die Muskelarbeit bei jeder Nah- 
rung, auch bei Fett, blutzuckersteigernd. 

3. Die Toleranz auf Zucker wird durch Muskelarbeit er- 
héht, und es scheint sogar bei Diabetes trotz der Erhéhung des 
Blutzuckers die Muskelarbeit zur Verminderung der Zucker- 
ausscheidung zu fiihren. 

Diese Arbeit wurde in dem chemischen Laboratorium der 
Mediz. Klinik in Ziirich begonnen und in dem priv. Labo- 
ratorium des Dr. J. Flaschen in Karlsbad zu Ende gebracht, 
und ich will an dieser Stelle dem Dr. J. Flaschen fiir seine 
ausgezeichnete Hilfe und die Freundlichkeit, mit der er mir 
das Laboratorium zur Verfiigung stellte, bestens danken. 
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Das osmotische Gleichgewicht zwischen Blut, Milch 
und Galle. 
Von 
F. H. van der Laan. 
(Aus dem Laboratorium der Stadt Utrecht fiir Nahrungsmittelkontrolle.) 
(Eingegangen am 30. Juni 1915.) 


Schon die ersten Untersucher, die nach den grundlegen- 
den Arbeiten van’t Hoffs die Kryoskopie zuerst auf K6rper- 
fliissigkeiten anwendeten, fanden, daB die Gefrierpunktdepres- 
sionen (4) von Milch und Blut sich ungefahr innerhalb derselben 
Grenzen bewegen. Dreser’) fand 1892, daB A bei Milch von 
Kiihen zwischen 0,55° bis 0,57°, bei Blut von 0,58° bis 0,61 ° 
schwankte. Auch J. Winter?) beobachtete, daB 4 bei Milch 
und Blut bei allen von ihm untersuchten Tierarten, Rind, Ziege 
und Mensch, immer die gleiche war und stets zwischen 0,55 ° 
und 0,57° schwankte, woraus er folgerte, daB das Blutserum 
und die Milch aquimolekular seien und bei allen Tiersorten 
denselben konstanten Wert besitzen miissen. Die Behauptung 
Winters, da8 4 von reiner Kuhmilch sehr konstant sei, wurde 
bald von Bordas und Génin’) bestritten, die fiir 4 von reinen 
Milchproben viel weiter auseinanderliegende Werte, namlich von 
0,44° bis 0,56° fanden; spater gaben sie jedoch an, den mit 
allen Korrektionen versehenen Gefrierpunkt von 11 garantiert 
reinen Milchproben zwischen viel engeren Grenzen, namlich 0,512 ° 
und 0,529°, gefunden zu haben. Auch Beckmann‘) und 
Hamburger’) fanden fiir 4 von reiner Kuhmilch sehr konstante 





1) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 29, 305, 1892. 

*) Bull. Soc. chim. de Paris 1895, Nr. 24. — Arch. de Phys. norm. 
et de Path. 1896, 114. 

5) Compt. rend. 123, 425 und 1298. 

*) Forschungsber. f. Lebensm. und Hygiene, 1, 421, 1894. 

5) Rec. Trav. Chim. des Pays-Bas 15, 349, 1896. 
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Werte. Letzterer gibt an, daB mit Hilfe der Gefrierpunkt- 
bestimmung sehr kleine Verdiinnungen (selbst von 3°/,) leicht 
bestimmt werden konnten. 

Die Frage, inwieweit der Mittelwert fiir 4 bei Milch von 
Rindern aus verschiedenen Gegenden derselbe ware, konnte da- 
mals (1896) noch nicht mit Bestimmtheit beantwortet werden. 
Seitdem sind viele 4-Bestimmungen gemacht worden, ohne daB 
indessen eine véllige Ubereinstimmung iiber die Konstanz dieser 
Eigenschaft bei der Milch und iiber ihren Wert fiir die Be- 
stimmung einer eventuellen Wasserverdiinnung erreicht worden 
ist. Wahrend z. B. die Bestimmung dieser Eigenschaft in der 
Milchkontrolle in den Niederlanden regelmaBig Anwendung findet 
und ihr zur Festellung einer Verfalschung durch Wasserzufiigung 
der gréBte Wert beigemessen wird, spricht man ihr in Deutsch- 
land fiir praktische Zwecke so ziemlich allen Wert ab. 

Es ist jedoch auffallend, daB eben die Untersucher, die diese 
Methode regelmaBig anwenden, ihren groBen Wert einstimmig er- 
kennen, und daB im allgemeinen diejenigen, die nur dann und 
wann Gefrierpunktbestimmungen machen, iiber ihren Wert fiir die 
Praxis der Milchkontrolle weniger giinstig urteilen. Ich bin iiber- 
zeugt, daB die Ursache dieser Meinungsdifferenzen in der groBen 
Zahl der Fehlerquellen gesucht werden muB, die ihren EinfluB bei 
dieser Bestimmung geltend machen kénnen. Diesem Umstande 
ist es auch zuzuschreiben, daB in der physiologischen Literatur 
viele Reihen von Gefrierpunkten von verschiedenen Ko6rper- 
fliissigkeiten, wie Blut, Galle und Milch, gefunden werden, die 
viel gréBere Differenzen aufweisen, als in Wirklichkeit vor- 
kommen. 

Durch die regelmaBige Anwendung der Gefrierpunkt- 
bestimmung in der Praxis der Milchuntersuchung wahrend 
mehrerer Jahre wurde ich iiberzeugt, daB 4 sowohl bei Misch- 
milch wie bei Milch einzelner hollindischer Kiihe einen sehr 
konstanten Wert besitzt, der in den weitaus meisten Fallen 
zwischen 0,54° und 0,55°, ohne Ausnabme innerhalb 0,53° und 
0,57° liegt. Zur Erklirung dieser Konstanz wurde schon durch 
die ersten Untersucher darauf hingewiesen, daB auch 4 beim 
Blutserum relativ konstant und von ungefahr derselben GroBe 
ist als bei der Milch, woraus dann Winter den obengenannten 
Schlu8 zog. Nun ist jedoch das experimentelle Material, woraus 
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Winter diese SchluBfolgerung machte, nicht sehr groB, und 
richtig bemerkt Hamburger’), daB die Auffassung dieses 
Autors vielmehr ein Produkt der Intuition als dasjenige streng 
durchgefiihrter Experimente ist. 

Hamburger hat |. c. die Ergebnisse der bei verschiedenen 
Tieren gefundenen Gefrierpunktbestimmungen in einer Tabelle 
zusammengestellt, woraus nichts weniger als die Gleichheit dieser 
Werte hervorgeht. Die Durchschnittswerte der Depressionen 
schwanken niémlich zwischen 0,526°, als dem kleinsten Wert 
bei menschlichem Blute, bis 0,638° beim Blut der Katze als 
dem héchsten Wert. 

Weiter sind aber diese Werte berechnet aus verschiedenen 
Reihen von Ergebnissen, die auch groBe gegenseitige Differenzen 
aufweisen. So liegen z. B. die fiir Rinderblut gefundenen Werte 
zwischen 0,543° und 0,647°, also Differenzen bis etwa 20°/, 
des kleinsten Wertes anzeigend. Und auch beim Blut der anderen 
Tierarten wurden gleichartige Unterschiede gefunden. 

Die Ansicht Winters, da8 die Gefrierpunkterniedrigung 
beim Blut fiir alle Tierarten gleich sei (Homoiosmie), wird also 
durch diese Zahlen nicht bestatigt, selbst dadurch schien fest- 
gestellt zu werden, da8 der Gefrierpunkt des Blutes einer Tier- 
art bedeutenden Schwankungen unterliegt. Wie groB aber diese 
Schwankungen sind, geht daraus nicht mit Sicherheit hervor. 
Die gefundenen Differenzen werden namlich teils auf Rechnung 
experimenteller Fehler gestellt, teils vielleicht auch den ver- 
schiedenen physiologischen Bedingungen der Versuchstiere zu- 
geschrieben werden kénnen. 

Eine Nachpriifung dieser Frage an einer moglichst groBen 
Zahl von Tieren derselben Gattung mit Beriicksichtigung des 
physiologischen Zustandes der untersuchten Individuen schien 
mir also nicht iiberfliissig zu sein. 


Auch die Frage, ob die Milch in vollkommenem osmo- 
tischem Gleichgewicht mit dem Blut abgeschieden wird, ist 
experimentell sehr wenig erforscht worden. Obgleich es mir 
scheint, daB sie im allgemeinen bejahend beantwortet wird, 
findet man in den physiologischen Handbiichern immer nur 





’) Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlehre 1, 459. 
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dieselben fiinf Bestimmungen des Gefrierpunktes von Blut und 
Milch desselben Tieres, und zwar vier von Kiihen und eine von 
einer Ziege, die 1900 von Koeppe’) bekanntgegeben wurden. 
Die gréBte Differenz zwischen A von Blut und Milch desselben 
Tieres wurde von Koeppe zu 0,01° gefunden. Spiter fand 
auch Nagelschmidt*) fiir die Gefrierpunkte des Blutes und 
der Milch derselben Ziege ziemlich gleiche Werte, die bis 
0,03 ° auseinandergehen. Inzwischen gibt dieser Forscher fiir 
A der Milch derselben Zeige resp. 0,58°, 0,55°, 0,58 °, 0,52 °, 
0,52 °, 0,60°, 0,59°, 0,54° und 0,60° an; diese groBe Schwan- 
kungen rechtfertigen es jedoch, gegriindete Zweifel iiber die 
Genauigkeit dieser Untersuchungen zu hegen. 

Uber den Einflu8 von verschiedenen physiologischen und 
pathologischen Einfliissen auf das Verhiltnis zwischen 4 bei 
Blut und Milch wurden bisher keine Untersuchungen angestellt. 
Wohl sind mehrere Gefrierpunktbestimmungen des Sekrets kranker 
Milchdriisen bekannt gemacht, die groBe Abweichungen von den 
normalen Werten aufweisen. In diesen Fallen ist jedoch der 
Gefrierpunkt des Blutes niemals bestimmt worden. 

AuBer den oben genannten Bestimmungen von Koeppe 
wird als Beweis fiir die Gleichheit der osmotischen Konzen- 
trationen von Blut und Milch desselben Tieres angefiihrt, daB 
A dieser beiden KO6rperfliissigkeiten innerhalb derselben Grenzen 
schwankte. Wie weit jedoch diese Grenzen beim Blut auseinander- 
gehen, wurde schon oben mitgeteilt. 

Auch die von den verschiedenen Forschern ermittelten 
Gefrierpunkte von Milch derselben Tierart weisen bedeutende 
Schwankungen auf, die jedoch, wie beim Blut, auch teilweise 
den Fehlern des Eexperiments, vielleicht auch physiologischen 
Einfliissen zuzuschreiben sind. Die Frage, ob die Milch mit 
genau derselben osmotischen Konzentration aus dem Blute ab- 
geschieden wird, war also der experimentellen Begriindung noch 
sehr bediirftig. Besonders wire noch zu prifen, inwieweit ver- 
schiedene physiologische und pathologische Zustande imstande 
sind, auf das Verhiltnis der Konzentrationen dieser Flissig- 
keiten EinfluB auszuiiben. 


1) Physikalische Chemie in der Medizin 1900. 
®) Zeitschr. f. klin. Med. 42, 247, 1901. 
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Indem ich fiir eine ausfiihrliche Behandlung der Gefrier- 
punktbestimmung auf Dekhuyzen’) verweisen kann, will ich 
hier in aller Kiirze die bedeutendsten Fehlerquellen andeuten, 
die zu fehlerhaften Resultaten fiihren kénnen. Es sind dies: 

1. Zu tiefe Temperatur des Kiihlbades, wodurch wahrend 
der Bestimmung der Depression der zu untersuchenden Fliissig- 
keit zu viel Warme entzogen wird, wodurch 4 zu groB ge- 
funden wird. 

2. Zu tiefe Unterkiihlung der untersuchten Fliissigkeit, 
wodurch zu viel Eis ausfrieren muB und deshalb die Konzen- 
tration zu sehr zunimmt, wodurch der gefundene Gefrierpunkt 
tiefer liegt als der wirkliche Punkt. 

3. Bestimmung der 4 bei einer zu kleinen Fliissigkeits- 
menge. Auch dadurch muB eine relativ zu groBe Menge Eis 
ausfrieren, um die Warmemenge zu liefern, die Glas, Thermo- 
meter und Rihrer bis auf die Temperatur des Gefrierpunktes 
erwarmen muB. 

4. Zu kraftiges Riihren, wodurch Warme entwickelt wird; 
zu leises Riihren, wodurch Entmischung wahrend des Gefrierens 
— bei wenig viscésen Fliissigkeiten zu befiirchten — statt- 
finden kann. 

5. Ungeniigende Homogenitat des Kiihlbades, ungeniigender 
Schutz der zu untersuchenden Fliissigkeit gegen Warmezufuhr 
aus der Umgebung, sei es dadurch, daB ihre Oberflache nicht 
tief genug unter der des Kiihlbades liegt, sei es, daB beim 
Riihren der Riihrer jedesmal aus der Fliissigkeit gehoben wird, 
wodurch Warme zugefiihrt wird; oder durch andere Fehler bei 
der Ausfiihrung der Bestimmung. 

6. Durch Fehler in der Teilung des Gefrierpunkt-Thermo- 
meters. 

Die Bestimmungen fiir die Praxis mit dem einfachen Beck- 
mann-Apparat werden am besten unter den folgenden Be- 
dingungen ausgefiihrt: Die Kiihlmischung wird auf —2,5° bis 
— 3,5° gehalten; die Unterkiihlung betrage méglichst genau 1°. 
Man nehme immer dieselbe Menge, etwa 40 ccm der zu unter- 
suchenden Fliissigkeit. 

Zu Beginn und am Ende einer jeden Reihe von Bestim- 


1) Dekhuyzen, Diese Zeitschr. 1906, 346. 
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mungen wird der Gefrierpunkt reinen Wassers unter genau 
denselben Bedingungen und Kautelen bestimmt. Man benutze 
ein Thermometer in 0,01° geteilt mit festem Nullpunkt, bei dem 
0,001° mit der Lupe leicht zu schitzen seien. Das Thermo- 
meter wird mittels Lésungen von bekanntem Gefrierpunkt kon- 
trolliert; von Zeit zu Zeit muB diese Kontrolle wiederholt werden. 

Ich habe immer so verfahren, daB die zu untersuchenden 
Fliissigkeiten in Eis vorgekihlt, dann mit Thermometer und 
Riihrer versehen, bis 1° unter dem erwarteten Gefrierpunkt 
abgekiihlt wurden, unter leisem Riihren. Dann wurden sie 
schnell in den Luftmantel hineingesetzt und mit einer Spur 
Eis geimpft; bei langsamem Rihren und Klopfen des Thermo- 
meters am Ende der Temperatursteigung wurde der hdéchst 
erreichte Punkt als der Gefrierpunkt abgelesen. 

Unter diesen Bedingungen wurde die Gefrierpunkterniedri- 
gung einer Lésung von 0,9 g NaCl in 100 g Wasser auf 0,542°, 
der einer Lésung von 1g in 100g Wasser auf 0,600° be- 
stimmt. Korrektionen sind an diesen und an allen folgenden 
Depressionen nicht angebracht. 


Gefrierpunkte von Blut und Milch desselben Tieres. 


Wo sonst unter normalen Verhiltnissen ausschlieBlich 
,trockene“ Kiihe geschlachtet werden, wurden im vergangenen 
Jahre, den gegenwartigen abnormalen Zeitumstianden zufolge. 
eine groBe Zahl von Tieren zur Schlachtbank gefiihrt, die noch 
mehr oder weniger Milch gaben. 

Dadurch war ich imstande, bei einer groBen Reihe von 
Kiihen sowohl die Milch als das Blut kryoskopisch zu unter- 
suchen. Zu gleicher Zeit konnte 4 der Galle bestimmt werden. 

Das Blut wurde defibriniert dadurch, daB es in Flaschen 
mit Glaskugeln geschiittelt wurde. Hedin und zu gleicher 
Zeit Hamburger haben gezeigt, da8 A bei Blut und defibri- 
niertem Blut dieselbe ist. Ich habe in mehreren Fallen das 
Blut sowohl mit als auch ohne Luft geschiittelt und dabei 
zwischen den f’s keinen Unterschied gefunden. 

Die Milch wurde aus allen noch sezernierenden Vierteln 
des Euters entnommen und gemischt. Zwischen dem Melken 
und der Schlachtung verlief nur kurze Zeit, gewdhnlich nur 
einige Minuten. Die Galle wurde der Gallenblase entnommen. 
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Von diesen Milch-, Blut- und Gallenproben wurde unter 
den oben genannten Bedingungen und Kautelen der Gefrier- 
punkt unmittelbar nacheinander bestimmt. Die gefundenen 
Werte sind also untereinander vollkommen vergleichbar und 
weichen von den wahren Gefrierpunkten héchstens um 0,01° ab. 





























A defibr. | | 
Nr. der Kuh Blut | 4 Milch | A Galle Apiut —Aviien Apiut — 4 Gatte 
0 | 0 | 0 0 0 
| 

1 0,545 | 0,542 | 0,540 | +40,003 + 0,005 
2 0,538 0,532 0,531 | + 0,006 + 0,007 
3 0,547 0,551 0,551 — 0,004 — 0,004 
4 0,557 0,554 0,554 + 0,003 + 0,008 
5 0,551 | 0,555 0,540 — 0,004 +0,011 
6 0,541 | 0,541 0,540 0,000 + 0,001 
7 0,540 | 0,540 0,539 | 0,000 + 0,001 
x 0.539 | 0541 | 0,541 | —0,002 — 0,002 
9 0,530 | 0,587 | 0546 | —0,007 —0,016 
10 0,568 0,555 0573 | +0013 — 0,005 
11 0,544 0,540 0,550 | +0,004 — 0,006 
12 0,562 0,561 0,559 + 0,001 + 0,003 
13 0,545 0,556 0545 | —0011 0,000 

14 0,557 0,559 = | —@668 on 
15 0,546 0,545 0,542 | +0,001 + 0,004 
16 0,551 0,550 | 0,563 | +0,001 — 0,012 
17 0,550 0,558 | 0,572 | —0,008 , +0,022 

18 0,546 0,546 = -| 0,000 oe 
19 0,549 0,541 0,535 | +0,008 | +0,014 
20 0,545 0,544 0,547 | +0,001 | —0,002 
21 0,530 0,537 0536 | —0,007 | —0,006 
22 0,548 0542 | 0560 | +0006 | —0012 
23 0,535 0,535 | 0,584 | 0,000 | 40,001 

24 0,542 0544 | — | —0,002 | ni 

25 0,560 0,558 — | +0002 | a 

26 0,537 0,541 =~ | —@QM | _ 
Im Durehschnitt] 0,546 0546 § 0547 | 0,000 + 0,001 


Aus diesen Bestimmungen geht mit gréBter Klarheit her- 
vor, daB8 beim Rind 4 von Blut, Milch und Galle genau den- 
selben Wert besitzt. Die Differenzen sind in den meisten 
Fallen sehr gering und liegen mit nur ein paar Ausnahmen 
ganz innerhalb der Grenzen der Bestimmungsfehler, die auf 
etwa 0,005° geschatzt werden diirfen. Auch liegen die Diffe- 
renzen nach beiden Seiten so, daB die durchschnittliche Diffe- 
renz Null ist. 

Als bewiesen darf also angenommen werden, daB sowohl 
die Milch wie die Galle in vollkommenem osmotischem Gleich- 
gewicht stehen zu dem Blute, woraus diese Fliissigkeiten ab- 


geschieden werden. 
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Die kleinen Differenzen, die gefunden wurden, sind darauf 
zuriickzufiihren, daB nicht genau dasselbe Blut, woraus die 
Galle und die Milch abgeschieden sind, untersucht worden ist. 
Dazu hatten wir das Blut wahrend der Sekretion aus der 
Leber, resp. aus dem Euter, entnehmen sollen, was schwer aus- 
fihrbar wire. Kleine Schwankungen in der Konzentration des 
Blutes wahrend des Zeitintervalles zwischen dem Beginn der 
Sekretion und dem Augenblick der Schlachtung kénnen die 
Unterschiede leicht erkliren. Da8 in der Tat die priformierte 
Milch eine andere Depression besitzen kann wie die letzte 
Milch aus dem Euter, die wahrend des Melkens sezerniert wird, 
haben wir in einem der folgenden Experimente deutlich wahr- 
nehmen k6énnen. 

Auch auf ein anderes Ergebnis darf noch die Aufmerk- 
samkeit gelenkt werden, daB namlich 4 dieser Milchproben 
einzelner Kiihe genau innerhalb derselben Grenzen fallt, die 
bei der Mischmilch gefunden werden. 

Auch bei Ziegen haben wir in einigen Fallen Milch und 
Blut desselben Tieres kryoskopisch untersuchen kénnen, wobei 
wir obengenanntes Gesetz der Gleichheit der osmotischen Kon- 
zentrationen bestatigen konnten. 

















2 Oo ae 
Nr. der Ziege Blut | A Milch | 4 pint —4Miten 
0 | 0 | 0 
1 0,591 0,577 + 0,014 
2 0,589 0,577 + 0,012 
3 0,573 0,579 — 0,006 
4 0,590 | 0,607 | —0,017 
5 0,57 0,578 , +0,000 
Im Durchschnitt 0,584 0,584 | 0,000 





Wiewohl uns die Folgerung richtig scheint, da8 4 beim 
Blute zwischen denselben Grenzen schwanken wird wie bei 
der Milch, also 0,53° und 0,56° nicht bedeutend iiberschreiten 
kann und im Durchschnitt etwa 0,545° betragen muB, haben 
wir noch bei einer groBeren Zahl von Kiihen diese Eigenschaft 
des Blutes bestimmt, um mit Sicherheit festzustellen, wie weit 
die Grenzen fiir A auseinanderliegen kénnen. Dies schien 
deshalb um so mehr erforderlich, als in der physiologischen 
Literatur Werte von 4 zu finden sind, die — wie schon oben 
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bemerkt wurde — sehr viel weiter auseinandergehen. Mdégen 
dafiir die experimentellen Fehler gréBtenteils verantwortlich 
gemacht werden kénnen, so weisen auch die Untersuchungen, 
die in dieser Hinsicht zu den besten gerechnet werden miissen, 
noch groBe Differenzen auf. Hamburger hat diese Tabellen 
von Gefrierpunktbestimmungen zusammengestellt, die ich hier- 
unter folgen lasse: 








Zahl der A (Grenzen) Mittel 




















Untersucher Bestimmungen | 0 0 
1 

Dreeer ....... 4 | 0,58 —0,61 0,592 
Hamburger... . . 1 0,647 0,647 
| 1 | 0,582 0,582 
Lazarus und Barlow . 3 0,549 — 0,629 0,589 
sg aN ape 2 0,55 0,55 
Bugarsky und Tangl . 5 | 0,56 — 0,633 0,611 
I Sa arsine ie 8 | 0,543 — 0,565 0,556 

Allgemeiner Mittelwert 0,585 


Bei diesen Bestimmungen liegt also A zwischen 0,543° 
und 0,647° und die gréBte Differenz macht also nicht weniger 
als etwa 20°/, von dem kleinsten Werte aus. Die oben von 
uns mitgeteilten Depressionen zeigen nicht nur viel kleinere 
Unterschiede, sie sind im Mittel auch 0,04° kleiner. 

Von 21 Kiihen, die ganz trocken standen und dem An- 
schein nach gesund waren (bei der Schlachtung), wurde 4 des 
defibrinierten Blutes bestimmt, bei einigen auch noch 4 der 
Galle, wobei wir die folgenden Werte fanden: 





























Nr. Agiut | 4-Galle Axgiut — AGatte Nr. ABiut 
0 | 0 0 0 

1 0,544 — | 11 0,556 
2 0,583 0,57 + 0,009 12 0,556 
3 0,545 0,544 + 0,001 13 0,568 
4 0,548 0,556 — 0,008 14 0,560 
5 0,543 0,544 — 0,001 15 0,564 
6 0,555 0,562 — 0,007 16 0,540 
7 0,556 0,546 | + 0,010 17 0,535 
8 0,551 0,554 — 0,003 18 0,552 
9 0,545 0,531 + 9,014 19 0,566 
10 0,535 0,540 | — 0,005 20 0,543 
21 0,554 





Durchschnitt von 21 4’s von Rinderblut 0,552° 
” » 10 A’s von Rindergalle 0,545° 
” ” Apiut — Aaatte (10 Tiere) + 0,001 0, 
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Von den in toto untersuchten 47 Kiihen lag bei 39 Indi- 
viduen (83°/,) 4 zwischen 0,535° und 0,56°; mit nur einer 
Ausnahme’) liegen alle Werte von 4 zwischen 0,53° und 
0,568°. Diese Depressionen liegen also um 7°), der kleinsten 
A auseinander und haben als allgemeinen Mittelwert 0,549°. 


EinfluB der Nahrung. 


Alle diese Bestimmungen wurden ausgefiihrt bei Blut von 
Rindern, von denen es sich nach dem Schlachten herausstellte, 
daB sie gesund waren. Uberdies befanden sie sich in genau 
physiologisch vergleichbarem Zustande, was die Aufnahme von 
Nahrung betriffit, weil sie alle 24 bis 48 Stunden gehungert 
hatten, als ihnen Blut entnommen wurde. Daher wire es nicht 
ausgeschlossen, da groSere Schwankungen vorkommen k6énnen 
bei 4 des Blutes von Tieren, die in dieser Hinsicht in weniger 
gleichartigen Umstanden sich befunden haben. Auf Grund dieser 
Erwagung haben wir gepriift, ob der osmotische Druck des Blutes 
beim Rinde durch die Aufnahme von Nahrung geandert wird 
und in welcher Richtung diese Anderung stattfindet. 

Dies war um so eher nétig, weil iiber diese Frage beim 
Menschenblut Meinungsverschiedenheiten bestehen. Koeppe 
hat 1. c. mitgeteilt, daB der osmotische Druck des menschlichen 
Blutes in einem Tage von 0,225 bis 0,27 Grammolekiile pro 
Liter schwanken kann, was nach seiner Berechnung mit Ge- 
frierpunktanderungen von —0,508° bis —0,635° parallel geht. 
Nach Koeppe wiirde also in einem Tage die Konzentration 
des Blutes um mehr als 25°/, zunehmen kénnen! Er schrieb 
diese Schwankungen der Nahrungsaufnahme zu, weil nach 
dem Mittagessen die gréBte Konzentration ermittelt wurde und 
auch Salzaufnahme (10g in 200g Wasser) eine deutliche Zu- 
nahme der Gefrierpunktdepression verursachte. Die Konzen- 
tration des Blutes wurde mittels seiner Hamatokritmethode 
bestimmt. Wie Hamburger schon angibt, sind diese Werte 
nicht richtig. Schoute*) hat in Hamburgers Laboratorium 
diese Frage am menschlichen Blute naher studiert und fand, 
da8 Aufnahme von Nahrung die osmotische Konzentration des 


1) 4 =0,583°. Es ist zu bedauern, da8 in diesem Falle die Nieren 
nicht histologisch untersucht werden konnten. 
2) Med. Diss. Groningen 1904, 














Osmotisches Gleichgewicht zwischen Blut, Milch und Galle. 299 


Blutes etwas erhéhte; 4 war bei Personen, die vor dem Ader- 
laB gegessen hatten, 0,02° bis 0,03° im Durchschnitt gréBer 
als bei Individuen, denen vorher eine Milch-Eierdiét verab- 
reicht worden war und denen das Blut morgens in niichternem 
Zustande entnommen wurde. 

Diesen Resultaten gegeniiber steht die Erfahrung Violas’), 
daB die Nahrungsaufnahme keinen sichtbaren Einflu8 auf den 
Gefrierpunkt des Blutes ausiibt. Auch Kiimmel-Koranyi usw., 
die viele Gefrierpunktbestimmungen beim menschlichen Blute 
machten, erwahnen keinerlei Einflu8 der Nahrungsumstiande. 

Auf Grund vieler Untersuchungen von Dastre und Loie’), 
Hamburger’*), Groslik*), Loeper®), Buglia®) u. a, woraus 
die groBe osmoregulatorische Tatigkeit des GefaBsystems her- 
vorgeht, wiirde man a priori einem so normalen physiologi- 
schen ProzeB, wie die Nahrungsaufnahme, keinen bedeutenden 
Einflu8 auf die osmotische Konzentration des Blutes zuzu- 
schreiben geneigt sein. 

Wir haben versucht, einen solchen EinfluB bei einigen 
Kiihen folgenderweise zu ermitteln: 


1. Versuch. 


Eine Kuh, die 24 bis 48 Stunden keinerlei Nahrung ge- 
nossen hatte, wurde um 11 Uhr vormittags gemolken; aus 
allen 4 Vierteln wurde + 2 dl Milch entleert. Um 1 Uhr 
wird ihr 2 kg Leinkuchen und Uberflu8 von Heu gegeben, von 
dem sie viel fri8t. Um 4 Uhr wird ihr darauf durch Aderla8 
aus der V. jugularis Blut entnommen, nachdem sie zuvor ge- 
molken ist (+ 4 dl). Von 4*/, Uhr nachmittags an wird ihr 
weder Nahrung noch Wasser gegeben. Um 10'), Uhr abends 
wird sie gemolken; ebenfalls am folgenden Morgen um 8°), Uhr. 
Dann wurde ihr wieder Blut durch AderlaB abgezapft. Die 
Gefrierpunktbestimmungen gaben die umstehenden Werte: 





1) Zitiert nach Hamburger, Osm. Druck und Ionenlehre 1, 503. 
*) Arch. de phys. norm. et de path. 1889, 253 u. 265. 

8) Zeitschr. f. Biol. 27, 249, 1890. 

*) Arch. de phys. norm. et de path. 1890, 704. 

5) J. de phys. et de path. 5, 79 (1903). 

*) Diese Zeitschr. 13, 400, 1908. 
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“ Blut-4 | 4-Blut Milch-4 
Zeit Nahrungsverhalt- |—— woe ee wee 
nisse 1. Best. |2. Best.| Mittel- 11 Best. 2. Best. | Mittel- 
i o | © ° ee | r 

11. 3. 15, | Fastet 24—48 Stun- 
10° vm. oe ee a | — — |0,555 0,552 0,554 

11. 3. 15, | Hatseit 38td. Nahrung | | 
4 nm. aufnehmen kénnen. | 0,557 — | 0,557 | 0,559 | 0,559 | 0,559 

11. 3. 15, | Hat seit 4 Uhr nichts | 
10*/,*nm.} zu sich genommen}| — | — — 10,559 | 0,563 | 0,561 

12. 3. 15, | Hat seit 16 Std. nichts 
81/,2vm.} zu sich genommen | 0,546 | 0,546] 0,546 | 0,544 0,545 | 0,545 


2. Versuch. 

Drei Kiihe, A, B und C, die langer als 24 Stunden ge- 
hungert haben, werden am 16. Marz um 5 Uhr nachmittags 
gemolken. C ist an einem Hinterviertel ganz trocken; ein 
Vorderviertel ist krank (Mastitis chronica). Das Sekretionspro- 
dukt ist makroskopisch in hohem Mae abweichend. 

A gibt noch viel, B nur wenig Milch. 

Alle drei Tiere bekommen jetzt in den ersten 24 Stunden 
weder Nahrung noch Wasser. Dann werden sie am 17. Marz 
1915, 5 Ubr nachmittags gemolken, wobei die Milch aus dem 
kranken Viertel von C gesondert aufgefangen wird. Durch 
Aderla8 wird aus der V. jugularis nach dem Melken Blut ent- 
nommen und defibriniert. Darauf wird allen drei Kiihen 2 kg 
Leinkuchen und soviel Heu gegeben wie sie haben wollen. 
Sie fressen sehr gut. Am folgenden Morgen 8 Uhr werden sie 
gemolken, wobei A + 61, B+ 21 Milch gibt. Die Milch von 
B jetzt ist abnormal und enthalt etwa 10°), feinkérniges Sediment. 

Von C wird die Milch aus dem kranken Viertel getrennt 


aufgefangen. 
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Kuh A | Kuh B Kuh © 
: Nahrungsverhilt- | ie, ie 
Zeit re ae F oe tea 4 | Milch | Milch 
nisse Blut | Milch] Blut | Milch} Blut |(gesunde | (krankes 
Viertel) | Viertel) 
0 0 0 0 0 0 0 
16. 3.15, | Fastet seit 24 
52nm.| Stunden . . .| — 0,562} — (0,547) — 0,565 
17. 3.15, | Fastet seit 2>< 24 
5" nm.| Stunden . . 10,553 :0,560]0,538/0,54110,539) 0,587 | 0,549 
18. 3.15, | Hat seit 14 Stun- |0,544 0,544]0,532/0,53710,548) 0,542 | 0,551 
8" yvm.]| den Nahrung auf- a Carotis- 
nehmen kénnen need —> 0,688) —> 0,548, —> | bint 
0,547' —» |0,536) —> 0,560! —+ | Galle 
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Sofort nach dem Melken wird durch AderlaB Blut ent- 
nommen, und darauf werden die Tiere geschlachtet, wobei aus- 
schlieBlich Blut aus der A. carotis aufgefangen wird. 

Die Gefrierpunktbestimmung des Blutes und der Milch 
werden wieder sofort nacheinander in derselben Reihenfolge 
bestimmt und liefern die auf 8S. 300 stehenden Werte. 

Eigenschaften der Milch; 


A B Cc 
gesunde krankes 
Viertel Viertel 
Milchzucker 4,56°/,  0,87°/,  2,1°/, 0,37°/5 
Asche 0,66°/, 0,99° lo 0,95° le 1,02 _ * 
Chlor 0,105°', —_ 0,265°/, 0,284°/, 


3. Versuch. 

Eine Kuh, die wenigstens 24 Stunden hungerte, wurde 
um 11 Uhr vormittags gemolken; um 12 Uhr wurde ihr durch 
AderlaB Blut aus der V. jugularis entnommen. Dann wurde 
ihr 1,5kg Leinkuchen und 5 kg Heu gegeben, aber kein Wasser. 
Um 3 Uhr nachmittags wurde sie wieder gemolken und zur 
Ader gelassen. Sie bekam dann keine Nahrung mehr bis 
11,5 Uhr am folgenden Tage, wenn sie gemolken und darauf 
geschlachtet wurde, wobei das Blut aufgefangen wurde. 

Es wurden die folgenden Gefrierpunktdepressionen gefunden : 


Nahrungsverhalt- Blut Milch Galle 


nisse ° 0 ° 














24.3.15,11"vm.|Die Kuh hungert we- | 
nigstens 24 Stunden} 0,542 | 0,544 | 

id. 8" nm. | Die Kuh hat seit 3 Stun- 
den Nahrung . . .| 0,552 | 0,551 | 

25.3.15, 98vm.| Die Kuh hat wieder 
18 Stunden gehungert | 0,570 0,568 0,569 


Analyse der Milch am 25. Marz: 








Milchzucker. . . 3,78°/, 
Chlor . . . . . 0,153g in 100ccm 
RM iw ove, vi Gh 


4. Versuch. 
Einflu8 des Hungerns auf 4 der Milch. 
Eine Kuh, die wenigstens 24 Stunden hungerte, wird ge- 
molken und bekommt dann wahrend 24 Stunden keine Nah- 
rung. Darauf wird sie wieder gemolken und geschlachtet. 
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16.3.15,5"nm. Hungert wenigstens 24Stunden 4 Milch 0,545° 
17.3.15,5"nm. Die Kuh hungert wenigstens 

2><24Stunden .. . . 4 Milch 0,541° 

A Blut 0,538° 

Eine Ziege, deren Milch einen Gefrierpunkt von —0584° 
zeigte, hungerte 55 Stunden, worauf sie gemolken und ge- 
schlachtet wurde. A Milch = 0,578°, 4 Blut = 0,578°. 

Aus diesen Experimenten geht also hervor, daB die Auf- 
nahme von Nahrung weder die Gefrierpunktdepression des 
Blutes noch die der Milch beeinfluBt. 

Gegeniiber einer kleinen Zunahme von 4 der Milch der 
Kuh des ersten Versuchs, wo 4 nach 24stiindigem Hungern 
0,554° betrigt, wahrend 4, nachdem die Kuh wahrend drei 
Stunden Nahrung hatte, auf 0,559° und 6 Stunden spiter auf 
0,561 steigt, und eine etwas gréBere Zunahme im 3. Versuch, 
wo A des Blutes von 0,542 bis 0,552° anwichst und selbst 
nachdem die Kuh wieder wahrend 18 Stunden hungert, auf 
0,570° steigt, stehen doch die Resultate bei den Kiihen A und 
B der 2. Versuchsreihe, wo 4 des Blutes gréBer gefunden 
wurde, nachdem die Tiere wahrend 48 Stunden gehungert 
hatten, als nachdem sie wahrend 14 Stunden Nahrung in Uber- 
fluB gehabt hatten. 

Beim Rinde findet also die Abscheidung von gelésten 
Teilchen aus dem Blut mit derselben Geschwindigkeit statt 
wie die Aufnahme aus dem Darme. 

Auch das Hungern wahrend ein paar Tagen beeinfluBt 4 
des Blutes nicht in bedeutendem MaBe, was auch P. Tria’) 
bei Hunden und Kaninchen, und G. d’ Errico?) mitgeteilt haben. 
Der Gefrierpunkt der Milch ist also auch davon unabhangig. 


Ich habe versucht, ob es moglich sei, durch Einbringen 
von vieiem Wasser in den Verdauungstraktus das Blut zu ver- 
diinnen, resp. dessen Konzentration durch Einbringen von starken 
Salzsolutionen zu vergr6éBern. Es ware dann weiter von Inter- 
esse, zu untersuchen, ob der Gefrierpunkt der Milch den eventl. 
Schwankungen des Blutes folgen wiirde. Es wurden die folgen- 
den Untersuchungen angestellt. 


1) Arch. di Farmacol. sperim. 8, 1909. 
*) Arch. di Fisiol. 8. 
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Osmotisches Gleichgewicht zwischen Blut, Milch und Galle, 303 


1. Versuch. | 
Eine Kuh, die wenigstens 24 Stunden hungerte, wurde am 
24. 3.15 um 10*/, Uhr gemolken und zur Ader gelassen. Um 
12 Uhr wurde ihr per os 161, per rectum 201 Wasser ein- 
gegossen. Hiervon flossen 3 1 ab. 1 Stunde spiter wurde ihr 
wieder Blut entnommen und sie wurde gemolken, wobei erst 
das Euter fast ganz geleert wurde, und die letzte Milch, etwa 
50 com aus allen Vierteln zusammen, getrennt aufgefangen 
wurden. Um 3'/, Uhr wurde ihr wieder Blut und Milch ent- 
nommen. Darauf blieb sie ohne jede Nahrung bis 11'/, Uhr 
am folgenden Tage, wo sie gemolken und geschlachtet wurde. 
Die Kuh fihlte sich sichtbar unbehaglich, nachdem ihr das 
Wasser eingegossen war. Sie schauderte, die Haut war kalt, 
ihre Temperatur war jedoch normal (38°). 
Die Gefrierpunktbestimmungen lieferten die folgenden Werte: 

















/ A-Milch 
Tei ae, ee Erster | Letzter 
Zeit Verhaltnisse Blut Teil | Teil 
0 0 0 
24. 3.15, 101/." |} Hat mindestens 24 Stunden 
gehungext . . . . . -| 0,530 0,537 
id. 124/," | Vor '/, Stunde wurden ihr 33 1 | 
Wasser eingegossen. . .| 0,523 | 0,536 0,540 
id. 34/,> — 0,519 | 0,521 0,523 
25. 3. 25, 114/," | Hat seit der Wasseraufnahme 
nichts gegessen od. getrunken| 0,538 0,534 
Aiea soe fo 


Eigenschaften der Milch: 
Lactose: 3,48 °),, 
Asche: 0,78°,, 
Chlor: 0,156 g pro 100 ccm. 
2. Versuch. 

Einer anderen Kuh wurden per rectum 15 1, per os 10 | 
Wasser eingegossen, wobei die auf 8. 304 oben folgenden Resul- 
tate gefunden wurden. 

Die gezwungene Aufnahme von vielem Wasser hat also 
die Konzentration des Blutes in beiden Fallen deutlich herab- 
gesetzt, sei es auch nur wenig. 

Im ersten Versuch war schon nach */, Stunde der Gefrier- 
punkt des Blutes etwas hdher, die Milch hatte jedoch noch 


ihre normale Depression. Etwa 3 Stunden nach der Wasser- 
Biochemische Zeitschrift Band 71. 20 
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p A-Milch 
Zeit Verhaltnisse Blut — peat 
0 0 | 0 








115 vormittags. | Die Kuh hungert wahrend]| 0,549 | 0,559 


| 
24 Stunden fee seat 
Es werden 25 1 Wasser ein- 
gegossen. . . . . . .| 0,549 | 0,559 
12*/" nachm. . —_— 0,528 0,551 | 0,588 
SY" x . 0,523 | 0,523 | 0,523 
a | 











aufnahme war 4 beim Blut noch etwas kleiner geworden; auch 
A der Milch hatte dann abgenommen. 

Noch deutlicher ist der EinfluB der Wasseraufnahme auf 
die Blutkonzentration in der zweiten Probe. Nach 1 Stunde 
ist 4 um 0,02° kleiner, nach 3 Stunden 0,026°. Das Gleich- 
gewicht zwischen der osmotischen Konzentration von Blut und 
Milch bleibt aber unberiihrt. Bemerkenswert ist jedoch hier 
der Unterschied zwischen 4 der ersten Milch (praformiert) und 
A der letzten Milchstrahlen eine Stunde nach der Wasserauf- 
nahme. 

3. Versuch. 

Einer Kuh, die mindestens 48 Stunden hungerte, wurde, 
nachdem Melken und AderlaB stattgefunden hatten, 1 kg Glauber- 
salz, in 2 1 Wasser gelést, eingegeben. Dann wurden ihr 3? , 
und 5*/, Stunden spater Blut und Milch entnommen, wobei 
wieder die letzte Milch getrennt aufgefangen und untersucht 
wurde. Nach 12 Stunden bekam sie eine heftige Diarrhée; 
22 Stunden spater wurden ihr aufs neue Blut und Milch ent- 
nommen; sie bekommt dann Heu und Wasser, wovon sie 45 | 
trinkt. Weitere 5*, Stunden spiater wurde sie gemolken und 
geschlachtet. 

Es wurden die 8S. 305 oben folgenden Gefrierpunktdepres- 
sionen gefunden. 

Durch die Glaubersalzgabe wurde also eine sehr deutliche 


Zunahme der Blutkonzentration verursacht, womit jedoch eine 
ganz gleiche VergréBerung der Gefrierpunktdepression bei der 
Milch parallel ging. Nach Wasseraufnahme erholt sich die Kuh 
innerhalb einiger Stunden. 

Wiewohl es also méglich ist, die molekulire Konzentration 
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\- A-Milch 
x _— Erster | Letzter 
Zeit Verhiltnisse Blut Teil Teil 
0 0 | 0 
19.4.,11"vm. . | Die Kuh hungert mindestens 
48 Stunden... . .| 0,542 —_ | — 
id. 111/,%vm.]|Sie hat 1 kg Glaubersalz 
aufgenommen | 
id. 3° nm.. _ 0,577 | 0,577 | 0,578 
id. 5" nm.. — 0,587 | 0,582 | 0,582 
20. 4., 93/." vm. - 0,581 | 0,585 0,585 
Sie trinkt jetzt 45 1 Wasser 
und bekommt Heu 
id. 3° nm.. 0,541 | 0,540 | 0,540 


des Blutes durch starke Gaben von Wasser oder Salz vom 
Darmkanale aus zu verindern, so wird dadurch das Gleich- 
gewicht zwischen Blut und Milch nicht gestért und diese 
Fliissigkeiten behalten denselben Gefrierpunkt. 


_ SchluBfolgerung. 


1. Die Milch und die Galle hatten die gleiche osmotische 
Konzentration wie das Blut, woraus sie sezerniert werden. 

2. Die Gefrierpunktdepression von normalem Rinderblut 
liegt zwischen 0,53° und 0,57°. 

3. Der Gefrierpunkt ist von den zeitweiligen Nahrungs- 
verhaltnissen des Rindes unabhangig. Auch das Hungern 
wihrend einiger Tage iibt auf den Gefrierpunkt des Blutes, 
also auch auf den der Milch, keinen EinfluB aus. 

4. Es ist méglich, durch erzwungene Verdiinnung des 
Darmkanalinhalts beim Rind 4 des Blutes zu verkleinern, resp. 
durch starke Glaubersalzgaben zu vergréBern. Die Gleich- 
heit zwischen den Gefrierpunkten bei Milch und Blut bleibt 
selbst unter diesen abnormen Verhiltnissen bestehen. 

5. Die Gefrierpunktbestimmung ist das sicherste und ge- 
naueste Mittel zur Ermittlung geringen Wasserzusatzes zu der 
Milch. Jede Milch, wovon der Gefrierpunkt hdher liegt wie 
— 0,53°, muB als gewassert bezeichnet werden. 

Den Einflu8 pathologischer Zustande auf den Gefrierpunkt 
des Blutes und der Milch hoffe ich in einer bald folgenden 
Mitteilung zu erdrtern. 


20* 











Uber eine labile EiweiBform und ihre Beziehang zum 
lebenden Protoplasma. 


Von 


Oskar Loew. 
(Hingegangen am 2. Juli 1915.) 


Das Protoplasma besteht bekanntlich aus einem festen 
und einem zahfliissigen Anteile. Beide Anteile sind innig mit- 
einander vereinigt. So schlieBen die auBere und innere Wand 
des Cytoplasmas, die sich durch die Plasmolyse als feste Struk- 
turen dartun lassen, eine Schicht von zahfliissiger Beschaffen- 
heit ein. Die Strukturen des Zellkernes, der Chromosomen 
und Zentrosomen, sowie der pflanzlichen Chromoplasten und 
Leukoplasten entsprechen dem festen Aggregatzustand, trotzdem 
sie viel Wasser gebunden enthalten. Dem zahfliissigen Proto- 
plasma diirfte hauptsachlich die Funktion des Stoffwechsels 
und der Energiegewinnung durch Respiration zukommen, wah- 
rend die festen Strukturen, die natiirlich ebenfalls Respiration 
ausiiben, als Erzeuger gewisser Baustoffe und Faktoren der 
Ernahrung, der Vermehrung und des Wachstums gelten konnen. 

Dariiber diirfte heutzutage wohl kein Zweifel mehr exi- 
stieren, daB die EiweiBkorper des lebenden Protoplasmas auBerst 
labile Stoffe sind, die unter schadlichen Einfliissen leicht Um- 
lagerung zu stabilen Produkten erleiden'). Aber auch die Tek- 
tonik der festen Plasmagebilde mu8 als eine labile betrachtet 
werden, da schon geringe mechanische Storungen, wie Druck 
und StoB, eine tédliche Strukturstérung herbeifiihren kénnen. 
Das Protoplasma ist als ein labiler Bau aus labilem Ma- 
terial anzusehen. 


’) Ofters ist dieses Absterben mit der Explosion einer leicht zer- 
setzbaren Substanz verglichen worden, aber dieser Vergleich ist vollig 
unzutreffend, denn eine chemische Umlagerung in einem Molekiil ist 
doch nicht identisch mit einer totalen Zerstérung desselben. 
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Wir miissen, wie so oft in der Chemie, so auch beim Ei- 
weiB zwischen einer labilen und einer stabilen Modi- 
fikation unterscheiden. Die stabile kommt gelést in Saften 
der Organismen, ferner in Form von festen Kérnchen (Aleuron) 
und manchmal in Krystallform aufgespeichert vor, besonders in 
den Samen der Pflanzen. Ebenso ist auch das Reserve-EiweiB 
des Eierklars ein passiver, relativ stabiler Stoff, solange es 
nicht von den sich rasch mehrenden Zellen des Embryos auf- 
genommen und dem Protoplasma eingefiigt worden ist. Erst 
dann beginnen seine Funktionen als lebende Materie. Die Be- 
zeichnung ,lebendes EiweiB“ ist keine einwandfreie; denn 
zum Leben gehért auch der Aufbau zu einem Apparat. 
Einzelne lebende Molekiile gibt es nicht, sondern labile oder 
aktive, die erst durch Organisation zu lebender Materie 
werden. 

Der Ubergang von einer labilen zu einer stabilen Modifikation 
ist bekanntlich viel leichter als der umgekehrte Vorgang. Je 
kinetisch-labiler ein K6érper ist’), desto schwieriger ist er aus 
seiner stabilen Umlagerungsform zu regenerieren, ja in vielen 
Fallen ist dieses unméglich*) und so wird es sich auch beim 
EiweiB verhalten. Was die stabile, gewohnliche EiweiBform 
betrifft, so diirfte diese iiberhaupt nie direkt synthetisch er- 
zeugt werden, sondern stets aus der zuerst gebildeten labilen 
EiweiBform durch Umlagerung hervorgehen. 

Wenn unsere Auffassung richtig ist, so ergibt sich die 
Frage: ,Kann man eine labile EiweiSform in Pflanzenzellen 
nachweisen, die noch nicht durch den OrganisationsprozeB zu 
lebendigem Protoplasma geworden ist?“ Das ist in der Tat der Fall. 

Ein solcher Stoff ist nicht nur in sehr vielen Pflanzenzellen 
vorhanden, sondern kommt auch sowohl im Zellsaft, als auch — 
wenigstens in einigen Fallen — im Cytoplasma gespeichert vor. 
Letzteres z. B. bei manchen Arten der Alge Spirogyra, be- 
sonders bei Spirogyra crassa, sowie bei Crassulaceen. 

Uber die Abscheidung der labilen Eiwei8form aus ihrer 


1) Ich habe bereits friiher betont, da8 man unterscheiden mu8 
zwischen kinetisch-labilen und potenziell-labilen Verbindungen. Siehe 
0. L., Die chem. Energie der lebenden Zellen. II. Aufl. Kap. 9. 

*) Man denke an die Umlagerungsprodukte des Aminoathylaldehyds 
und des Diaminoacetons. 
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Losung haben mein Kollege Bokorny und ich schon vor vielen 
Jahren die ersten Beobachtungen mitgeteilt'). Die damals noch 
unvollstandigen Beobachtungen wurden seither mit mehrmaligen 
Unterbrechungen fortgesetzt und haben manches neue Material 
zur Beurteilung geliefert. Da aber noch immer in verschie- 
denen Zeitschriften und Lehrbiichern, besonders botanischer 
Art, ganz falsche Ansichten*) iiber den von uns beschriebenen 
Korper geéuBert werden, so mag es mir erlaubt sein, an dieser 
Stelle das chemische Verhalten jener labilen EiweiBform iiber- 
sichtlich darzustellen und meine neuesten Beobachtungen dar- 
iiber mitzuteilen. Es handelt sich hier um Beobachtungen, die 
unter dem Mikroskop bei ca. 500facher VergréBerung studiert 
werden miissen; aber diese Vorginge sind so klar und unzwei- 
deutig, daB auch derjenige Chemiker, der nur makrochemisch 
zu arbeiten liebt, sich sofort leicht von der Richtigkeit unserer 
Tatsachen iiberzeugen kann. 

Bevor wir jedoch auf eine ausfiihrliche Schilderung der 
labilen EiweiBform eingehen, mag noch kurz das Verhalten der 
gleichen Objekte gegen Ammoniak, organische Basen, Alkohol 
und starke Salzlésung erwahnt werden. Eines der geeignetsten 
Objekte zu diesem Studium ist die Alge Spirogyra, von der 
zahlreiche Arten als Bewohner unserer stehenden Gewasser be- 
kannt sind. Diese Alge hat vollig neutral reagierenden Zell- 
saft*) und liefert mit verdiinntem Ammoniak, kohlensaurem 
Ammoniak und organischen Basen, feine granulierte Ausschei- 
dungen, aber weder mit Lésungen von Kali oder Natron, noch 
mit Kalkwasser. Ferner ist bemerkenswert, daB konzentrier- 
tes Ammoniak keine derartige Ausscheidung hervorruft. Es 
ist daher vollig ausgeschlossen, daB die erwahnten Ausschei- 
dungen lediglich die Folge einer Neutralisation waren. Wer- 
den Zellen, die durch Kochen, Alkohol oder Sauren getotet 
waren, mit verdiinntem Ammoniak behandelt, so bleibt jede 
Spur von Ausscheidung aus. 


‘) Botanisches Zentralblatt 1889 Nr. 45/46. 

*) Die Ausscheidungen durch verdiinntes Ammoniak wurden fiir 
gerbsaures Eiwei8 oder freien Gerbstoff erklart, die mit Coffein fiir gerb- 
saures Coffein. Uber die Zuriickweisung dieser sonderbaren Ansichten 
siehe O. L., Die chemische Energie der lebenden Zellen. II. Aufl. S. 74; 
95 und 96; ferner Flora, 102, 113 und 107, 111. 

3) Siehe Loew und Bokorny, Botanische Zeitung 1887, 854. 
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Werden jene geeigneten Objekte mit absolutem Alkohol be- 
handelt, so entsteht eine feinflockige Ausscheidung im Zellsaft, die 
sich sofort wieder lést, wenn der Alkohol nach einer Minute wie- 
der durch Wasser ersetzt wird. Sie lost sich aber nicht mehr, 
wenn der Alkohol lingere Zeit mit den Zellen in Beriihrung war. 

Eine Lésung von 10°, Natriumnitrat bringt bei eiweiB- 
reichen Spirogyraarten in einem Teil der Zellen Plasmolyse 
hervor; ein anderer Teil aber stirbt sofort bei dieser Behand- 
lung ab, und in diese gelangt nun sofort auch die konzentrierte 
Salzlésung, die nun ebenfalls eine Ausscheidung im Zellsaft in 
Form einer starken Triibung herbeifiihrt. 

Mit Ammoniaklésung von 0,1°/, behandelt, zeigen die 
Zellen schon nach einer Minute eine Triibung und nach 20 Mi- 
nuten eine dicht gedrangte Kornchenausscheidung. Eine Am- 
moniaklésung von 0,01°), wirkt ebenso in 25 bis 30 Minuten. 
Nach 24 Stunden zeigen die in dieser Lésung befindlichen 
Algenzellen wohl, daB der Zellkern getétet ist und deformiert 
an der Seite der Zellen liegt, statt daB er in der Mitte auf- 
gehingt ist; aber das Cytoplasma hat in vielen Zellen noch 
immer Turgor’). 

In einer Ammoniaklésung von 0,001°/, werden nach 30 Mi- 
nuten ebenfalls zahlreiche Granula ausgeschieden, die aber nach 
24 Stunden wieder verschwunden sind. In diesen Zellen bringt 
nun Ammoniak von 0,1°,, eine erneute Ausscheidung hervor. 
Das Cytoplasma hat in den meisten Zellen noch vollen Turgor, 
jedoch ist der Zellkern in vielen Zellen beschadigt, sogar bei 
jener so hohen Verdiinnung?). 

Viele andere Basen wirken bei starker Verdiinnung nicht 
mehr so energisch wie Ammoniak. Tetraithyl-Ammoniumbhy- 
droxyd und Diacetonamin wirken noch kraftig bei 0,2°),.  Py- 


") Vergleicht man die Giftigkeit einer 0,01°/,igen Ammoniaklésung 
mit einer aquimolekularen Lésung von Atzkali, so findet man bei Spiro- 
gyra, daB nach 2 Tagen in der Ammoniaklésung alle Zellen total ab- 
gestorben, in der Kalilésung aber kaum geschiadigt sind. Bei Hefe hatte 
ich schon friiher konstatiert, da8 kohlensaures Ammoniak weit giftiger 
wirkt als kohlensaures Kali oder Natron. Das sollte zu denken geben. 

*) In der Regel wurde noch mit 10°/,igen Lésungen von Natrium- 
nitrat oder Dikaliumphosphat gepriift, ob das Cytoplasma noch normaler 
oder anomaler Plasmolyse fahig sei; nur im positiven Falle ist noch 
Leben vorhanden. 
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ridin und Piperidin liefern bei 0,5°/, eine Kérnchenausschei- 
dung, aber nicht mehr bei 10fach héherer Verdiinnung (ersteres 
tétet bei 0,05°/, die Zellen noch nicht in zwei Tagen, letzteres 
aber schon nach einigen Stunden). 

Wenn eine 1°/,ige Lésung von Hydrazinsulfat mit Kalk- 
milch bis zur alkalischen Reaktion versetzt wird, so bringt das 
Filtrat bald eine sehr starke K6érnchenausscheidung in jenen 
Zellen zustande. 

Ein ahnliches Resultat erhalt man mit Hydroxylamin- 
lésung von gleicher Verdiinnung. Aber bei héheren Verdiin- 
nungen ist die Wirkung bedeutend schwicher. 

In allen erwahnten Fallen entstehen feste K6érnchen, die 
sich zu einer Art von Flocken vereinigen. Bei hochverdiinntem 
Ammoniak ergibt eine sehr starke VergréBerung, daB die aus- 
geschiedenen Kornchen anfangs fliissig sind, aber sehr bald er- 
harten. Wir nannten diese Ausscheidungen Proteosomen und 
fiigten den Namen der Base zu, durch welche sie hervorgerufen 
wurden. 

Die labile EKiweiBmodifikation. 

Wenn nun statt jener stark reagierfahigen Basen schwachere 
Basen verwendet werden, die weniger veranlagt sind, labile 
Atomgruppen zu zerst6éren, so zeigt sich eii wesentlich ver- 
schiedenes Bild’). Als solche Basen sind vor allem zu er- 
wahnen Coffein und Antipyrin. Lésungen dieser Basen 
von 0,1 bis 0,5°/, wirken nicht sofort tédlich auf die Zellen, 
die sogar 6 bis 8 Tage lang in solchen Lésungen lebendig 
bleiben kénnen. Unter diesen Umstiainden bewahrt das durch 
diese Basen ausgeschiedene labile EiweiB des Zellsaftes lingere 
Zeit seine fliissige Form, an der nun die verschiedensten 
Beobachtungen leicht ausgefiihrt werden kénnen. Die anfangs 
ausgeschiedenen minutidsen Trépfchen vereinigen sich allmah- 
lich unter lebhafter Brownscher Molekularbewegung miteinander 
und es resultieren allmahlich nach 1 bis 2 Stunden groBe, 
lichtbrechende Tropfen von mehr als dem halben Zell- 
durchmesser. Besonders geeignet ist zu diesen Versuchen die 
Art Spirogyra majuscula, welche sich dadurch auszeichnet, 


1) Bei allen Versuchen mit Spirogyra ist nur aus GlasgefaBen 
destilliertes Wasser verwendbar. Gewodhnlich wurden die Versuche im 
zerstreuten Tageslicht bei Zimmertemperatur ausgefihrt. 
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daB ihr Chlorophyliband nicht das Innere der Zelle so ver- 
deckt, daB die Beobachtungen erschwert wiirden. Ferner speichert 
diese Art ganz besonders groBe Mengen des labilen EiweiBkérpers. 

In einer 0,1 bis 0,5 °/, igen Coffeinlésung bleiben jene Tropfen 
tagelang glainzend und unverandert, und wenn diese Algen- 
faden dann in Wasser gelegt werden, so diffundiert allmahlich 
(rasch bei 25°) das Coffein aus den Zellen wieder heraus und 
die glinzenden Tropfen werden wieder vollstaindig gelést, ein 
Beweis, daB das Coffein nur auBerst locker gebunden war. Er- 
neute Coffeinbehandlung ruft jene Ausscheidung wieder hervor. 
Bleiben aber die Algenfaden in der Coffeinlésung 6 bis 8 Tage 
und langer liegen, so sterben allmahlich die Zellen ab, und 
bald darauf fangen auch die glinzenden Tropfen der Coffein- 
proteosomen an, sich zu verandern, sie bekommen viele kleine 
Hohlriume, die sich haufig zu einer einzigen Hohle ver- 
einigen, und unter bedeutendem Wasserverlust geht nun der 
KiweiBkérper in einen festen, wasserunléslichen Zustand iiber, 
d. h. er liefert durch eine langsam fortschreitende Koagulation 
die stabile Form jenes EiweiBkoérpers: stabile Coffeinproteosomen. 
Aus dem glainzenden Tropfen ist eine feste, nicht mehr glinzende 
Hohlkugel entstanden, die man unter dem Mikroskop im Durch- 
schnitt als einen mehr oder weniger breiten Ring erblickt, oder 
es resultiert eine feste Kugel von Schwammstruktur'). In Zellen, 
die auf irgendeine Art getétet waren. bringt Coffein keine 
Ausscheidung mehr hervor. Es wurde von uns bewiesen, da8 
jener Stoff beim Zellentod nicht etwa nach auBen diffundiert. 
Es ist somit zu schlieBen, daB er in der Zelle selbst sehr bald 
nach dem Tod derselben auch verindert wurde’). 

Will man nun das chemische Verhalten des labilen EiweiB- 
stoffes genau priifen, so ist vorauszuschicken, daB man seine 
Beobachtungen nur an sehr groBen Coffeinproteosomen anstellen 
sollte, denn durch zu rasches Exosmieren von Coffein kénnen 

1) Diese koagulierten Proteosomen firben sich allmahlich etwas 
gelblich, was einer Spur Gerbstoff zuzuschreiben ist, der sich ja stets 
gerne an EiweiB heftet und der nun einer partiellen Oxydation unterliegt. 

*) LaBt man eine verdiinnte Jod-KJ-Lésung 4 Minuten auf diese 
Zellen wirken, so gibt nur ein Teil derselben noch Proteosomen mit 
Coffein; nach 10 Minuten keine einzige mehr. Der austretende Zellsaft 


gibt keine Proteosomen, sondern nur etwas gerbsaures Coffein, das sehr 
leicht léslich ist in verdiinntem Alkohol, heiBem Wasser oder Ammoniak. 
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kleine Proteosomen friiher wieder gelést werden, als eine Ein- 
wirkung des Reagenses auf die Proteosomen stattfinden kann. 
Auf diese Weise sind namlich schon Tauschungen vorgekommen 
beim Behandeln mit starkem Alkohol oder sehr verdiinnter 
Essigsaure, wobei sehr kleine Proteosomen rasch verschwunden 
sind, wahrend an groBen der Koagulationsvorgang sehr deut- 
lich zu sehen ist. 

Will man sich von der EiweiBnatur der Proteosomen iiber- 
zeugen, so laBt man zuerst Millons Reagens einige Zeit bei 
gewohnlicher Temperatur einwirken und erwairmt dann die 
natiirlich koagulierten Proteosomen. 

Die Biuretreaktion hat einige Schwierigkeiten, weil Kali- 
lauge die Proteosomen zu leicht lost. Die mit Ammoniak 
fixierten Coffeinproteosomen eignen sich hierzu besser, aber die 
reine Farbenreaktion wird beeintrachtigt durch die Gelbfarbung 
der vorhandenen Spuren Gerbstoff. 

Unzweifelhafte Schliisse erlauben jedoch zahlreiche andere 
Beobachtungen, besonders aber die Koagulation der Proteosomen 
durch verdiinnten Alkohol, durch Saéuren und durch héhere 
Temperatur. Die Koagulation besteht hier entweder im Hohl- 
werden und Erstarren der Proteosomen oder kann auch mit 
der Umwandlung in ganz unférmliche flockige Massen enden. 

Um die Koagulation durch Alkohol zu zeigen, legt man 
die Spirogyrafaiden mit groBen Coffeinproteosomen 3 bis 4 Stunden 
lang in 20°/,igen Alkohol, der mit Coffein gesittigt ist’). 
Die Proteosomen sind dann in feste, unlésliche, unférmliche, 
oder auch wabige Gebilde verwandelt. La8t man auf Spirogyra- 
fiden, die teils labile und teils schon spontan-koagulierte 
Coffein-Proteosomen enthalten, absoluten Alkohol einwirken, so 
bleiben letztere ganz unverandert, erstere aber schrumpfen unter 
groBem Wasserverlust zu einem geringen Niederschlag zusammen. 

Die Koagulation durch héhere Temperatur gelingt leicht 
durch Eintauchen der Faden in kochende Lésung von 4°/,igem 
Chlornatrium. Um aber zu zeigen, daB unser labiler Eiweib- 
stoff schon bei weit niederer Temperatur koaguliert, erhitzt man 





‘) In allen Fallen, in denen man eine Lésung lingere Zeit auf die 
Proteosomen einwirken lassen will, ist der Fliissigkeit etwas Coffein 
zuzusetzen, um die Wiederauflésung der Proteosomen durch Exosmose 
des in die Zellen eingedrungenen Coffeins zu verhindern. 
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die Faden in einer 2°/, igen Chlornatriumlésung, die mit Coffein 
gesattigt ist, 5 Minnten auf 56°. Es resultieren dann Hohl- 
kugeln oder ganz unformliche Massen'). In konzentriertem Zu- 
stand koaguliert HiihnereiweiB ebenfalls bei 56°, in verdiinntem 
aber erst bei 70 bis 73°. 

Saéuren wirken ziemlich rasch koagulierend; eine 5 bis 
10°), ige Salpeterséure wirkt in wenigen Sekunden; eine 1° ,ige 
in 5 bis 10 Minuten, die entstandenen hiutigen Massen werden 
bei langerer Beriihrung mit der Saure allmihlich gelést (Acid- 
albuminbildung?), Ganz anders aber verhalten sich die vorher 
bei langerem Liegen in Coffeinlésung spontan koagulierten Pro- 
teosomen, sie werden selbst beim Aufkochen mit Salpetersiure 
von 10°/, nicht gelést. Rauchende Salpetersiure, reich an 
salpetriger Saéure, koaguliert die Proteosomen momentan, und 
da, wo eine dickere Schicht der koagulierten Masse zu sehen 
ist, tritt sehr deutlich eine gelbe Farbung durch die Salpeter- 
siure hervor. Eine 1°/,ige Schwefelsiure koaguliert die Proteo- 
somen in 10 bis 12 Minuten. Konzentrierte Essigsiure greift 
die spontan koagulierten Proteosomen nicht an, aber die labilen 
Proteosomen erleiden dadurch sofort Triibung, und nach etwa 
15 Minuten ist Erstarrung erfolgt. Kleinere Proteosomen kénnen 
sich auch ohne Vakuolisierung zu irregularen Massen umwandeln, 
die noch einen gewissen Glanz besitzen kénnen. 

Eine konzentrierte Lésung von Jod in Jodkalium bewirkt 
rasche Koagulation der Proteosomen, die nun eine rétliche Far- 
bung annehmen; l4B8t man die Lésung jedoch warm einwirken, 
so resultiert eine rotgelbe Farbung der koagulierten Masse. 

Eine Lésung von 0,2°), Kaliumhydroxyd koaguliert die 
labilen Proteosomen sehr rasch, ohne sie sofort zu lésen. 

Silbernitrat von 0,1°/, tétet die Zellen fast momentan und 
nach 15 bis 20 Minuten sind alle Proteosomen unter intensiver 
Tribung koaguliert, sie sind vdéllig undurchsichtig*). Eine 
0,1°/,ige Lésung von Kupfersulfat wirkt wesentlich langsamer 


1) Erhitzt man langere Zeit auf 50°, so faingt allmahlich die Koagu- 
lation schon bei dieser Temperatur an. 

*) Hochverdiinnte ammoniakalische Silberlésung wird bei langerer 
Beriihrung im Dunkeln durch die Proteosomen reduziert; auch gerbstoff- 
frei geziichtete Spirogyren verhalten sich so. Indessen, solange die Még- 
lichkeit von verschiedenen reduzierenden Beimengungen besteht, sind Ein- 
wande nicht von der Hand zu weisen. 
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und es zeigt sich hier auch nicht jene intensive Triibung der 
koagulierten Kugeln. Noch langsamer wirkt verdiinnter Bleiessig. 
Auffallend rasch aber wirkt eine Lésung von 0,1 °/,igem Sublimat. 

Lésungen von 10°), neutraler Kali- oder Natronsalze, die 
rasch Plasmolyse der Zellen bewirken, fiihren auch zur lang- 
samen Vakuolisierung der Proteosomen durch Wasserentziehung. 

Formaldehyd von 5 bis 10°/, wirkt nach momentaner Té- 
tung der Zellen auch bald koagulierend auf die Proteosomen, 
die hierbei in ein Produkt verwandelt werden, das selbst in 
verdiinnter Kalilésung nicht leicht léslich ist. 

Werden frisch erzeugte Coffeinproteosomen mit einer kon- 
zentrierten Ammoniaklésung behandelt, so lésen sie sich nach 
einigen Minuten bis auf Spuren hautiger Masse auf, waihrend 
die vorher spontan koagulierten Proteosomen selbst nach einiger 
Zeit nicht angegriffen werden. Wenn man jedoch 0,1°/, ige 
Ammoniaklésungen auf labile Coffeinproteosomen wirken laBt, 
so entsteht sofort eine Triibung derselben, dann folgt eine 
Quellung mit haufiger Formveranderung, wobei manchmal ein 
Aufplatzen und Hervordringen des halbfliissigen Innern unter 
der bereits erstarrten Kugeloberflache stattfindet, welche Masse 
nun ebenfalls langsam erstarrt. Eine Vakuolisierung findet hier 
nicht statt, wie bei vielen anderen Arten der Koagulierung. 
Diese, mit Ammoniak fixierten Coffeinproteosomen 
verhalten sich gegeniiber manchen Solventien anders als die 
spontan in der Coffeinlésung koagulierten Proteosomen. 

Werden 1° ,ige Lésungen von schwefelsaurem Hydrazin 
oder Hydroxylamin mit Soda genau neutralisiert und Spirogyra- 
faden mit frischen Proteosomen eingelegt, so sind diese schon 
nach 15 Minuten geronnen und tribe und die Zellen tot. 

Eine 2°), ige Blauséure wandelt die frischen Proteosomen 
bald in unldsliche Hohlkugeln um. 

Dimpfe von Ather und Chloroform téten die Zellen sehr 
bald, und kurze Zeit darauf fangen auch die Proteosomen an zu 
koagulieren, dieser Vorgang schreitet aber hier nur langsam fort. 

Hydrochinon und Chinon wirken bei 0,1°, in 3 Stunden 
koagulierend auf die Proteosomen. Ein kleiner Anteil der ein- 
gelegten Zellen ist aber zu dieser Zeit noch unverandert samt 
ihren labilen Proteosomen. 

Resorcin, Brenzkatechin, Pyrogallo], Phloroglucin und 
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Guajacol lassen in 3 Stunden bei jener Konzentration die leben- 
den Zellen und die labilen Proteosomen so gut wie intakt, 
Phenol dagegen koaguliert sie in wenigen Minuten. 

Wenn nun nach meiner Annahme in chemischer Be- 
ziehung derselbe Unterschied zwischen den labilen und sta- 
bilen Proteosomen existiert, wie zwischen den EiweiBmolekiilen 
des lebenden und toten Protoplasmas, so miissen sich auch 
Analogien in bezug auf die Aufnahme von gewissen Farbstoffen 
ergeben. Nun farben sich nach mehreren Autoren die leben- 
den Zellen leicht mit basischen Farbstoffen, die toten aber mit 
sauren, was wohl im allgemeinen richtig ist, wozu aber doch 
auch manche Ausnahmen existieren. So fiihrt z. B. B. H6ber’) 
an, daBZB Opalina ranarum in lebendem Zustande nicht nur 
von basischen, sondern auch von sauren Farbstoffen gefiarbt wird. 

In dieser Beziehung machte ich nun folgende Beobach- 
tungen: Der basische Farbstoff Methylviolett wird sowohl vom 
lebenden Cytoplasma als auch von den labilen Proteosomen 
aufgenommen, aber weder vom toten Protoplasma noch den 
stabilen Proteosomen. Ebenso verhalt sich Cyanin. Fiir Methyl- 
rot laBt sich aber kein so charakteristischer Unterschied feststellen. 

Chinon farbt labile Proteosomen gelb, stabile aber braun, 
wie die gewohnlichen EiweiBkorper. 

Martiusgelb wird von labilen Proteosomen selbst nach 
4 Tagen nicht aufgenommen, wiahrend die stabilen Proteosomen 
es mit rétlicher Farbe aufnehmen. 

Eine Lésung von Paraphenylendiamin von 1°/,,, frisch 
hergestellt, farbt, obwohl dieser Korper farblos ist, doch nach 
3 Stunden die labilen Proteosomen hellblau (Indaminbildung ?) *). 
Die stabilen Proteosomen produzieren die blaue Farbung nicht. 

Nach Mosso*) fairben sich lebende Zellen mit Methylgriin 
violett, tote aber griin. Er machte seine Versuche an Leuko- 
cyten, Flimmerepithel, Haaren von Tradescantia virginica 
und einigen anderen Objekten. Da aber das Methylgriin ziem- 


1) Diese Zeitschr. 67, 420. 

*) Es handelt sich bei dieser Farbstoffbildung um einen Oxyda- 
tionsvorgang, den das labile Eiwei® herbeifiihrt. Eine beigemengte Oxy- 
dase kann hier kaum in Betracht kommen, da sie auch noch in den 
koagulierten Proteosomen vorhanden sein miiBte. 

3) Virchows Archiv 113, 47. 
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lich giftig ist, wandte ich eine auBerst verdiinnte Lésung des- 
selben an, namlich eine im Verhaltnis von 1:100000. Schon 
nach 4 Stunden 14Bt sich hier sehr schén konstatieren, daB die 
labilen Proteosomen schwach violett, die spontan umgelagerten 
aber griin gefarbt sind. Viel intensiver sind jedoch diese Far- 
bungen, wenn man die Probe 24 Stunden stehen laBt'). Bei 
dieser Violettfarbung handelt es sich um eine chemische Aktion, 
durch die aus dem Methylgriin Chlormethy] abgespalten und 
die Muttersubstanz desselben, das Methylviolett, regeneriert wird. 
Die labilen Proteosomen kénnen hier also dieselbe chemische 
Aktion ausfiihren, wie das lebendige Protoplasma. Die mit 
Ammoniak fixierten Coffeinproteosomen sind dieser 
chemischen Aktion ebensowenig fahig wie die koagu- 
lierten Proteosomen, sie farben sich griin. 

Ruzika’*) schlagt zur Unterscheidung lebender von toten 
Zellen ein Gemisch von Neutralrot und Methylenblau vor. Die 
lebenden Zellen nehmen das Neutralrot, die toten aber das 
Methylenblau auf. In vollkommener Analogie verhalten sich 
auch die labilen und stabilen Proteosomen. Die labilen nehmen 
aus der hochverdiinnten Lésung dieses Farbstoffgemisches das 
Neutralrot®), die stabilen aber das Methylenblau auf. Es 
macht hier keinen Unterschied, ob die Proteosomen spontan 
koaguliert waren, oder durch Erwirmen, oder Behandeln mit 
Essigsiure. Nur die mit Ammoniak fixierten Proteosomen 
nehmen ebenfalls Neutralrot auf, wie die labilen, zum Unter- 
schied von den in anderer Weise verinderten Proteosomen. 
Diese beiden Farbstoffe sind basischer Natur, aber es existiert 
doch ein Unterschied im Grade der Basicitét. Auch mag die 
verschiedene Konfiguration einen Unterschied in der Adsorp- 
tionsfahigkeit bedingen. 

Das verschiedene Verhalten der mit Ammoniak fixierten 
Proteosomen zu den Reagenzien von Mosso und von Ruzika 
ist recht wohl erklarlich. Die Adsorption von Neutralrot beruht 
nicht auf einer chemischen Verinderung wie die Violettfarbung 


1) Einzelne Proteosomen, die sich vielleicht wahrend der Farbung 
umlagerten, fairbten sich blau. 

*) Arch. f. d. ges. Physiol. 107, 497. 

8) Bei tierischen Objekten, namlich Leukocyten, beobachtete 
F. Winkler, daB die in denselben durch Coffeinlésung hervorgerufenen 
Granulationen im frischen Zustande ebenfalls intensiv Neutralrot speichern. 





Uber eine labile Eiwei8form u. ihre Bez. zum lebenden Protoplasma. 317 


durch Methylgriin. Die Adsorption von Neutralrot wird, wie 
es scheint, lediglich durch eine starker basische Natur der 
EiweiBkérper bedingt, wabrend das Methylenblau von EiweiB- 
kérpern aufgenommen wird, deren basische Natur abgeschwicht 
ist. Man darf bei dieser Beurteilung nicht auBer acht lassen, 
daB viele Farbstoffe nicht freie Basen, sondern Salze 
von Leukobasen sind, also die basische Natur neu- 
tralisiert ist. 

Beim Aufenthalt von eiweiBreichen Objekten im Dunkeln 
wird nach dem Verschwinden der gespeicherten Kohlenhydrate 
auch das aktive Eiwei® angegriffen und die Zahl der mit Coffein 
reagierenden Zellen nimmt immer mehr ab. Das Endresultat 
dieses EiweifBzerfalls ist, wie bei der Keimung, Asparagin. So fand 
Daikuhara (Flora 1895, 95), daB bei Blaittern von Quercus 
glandulifera der Asparaginstickstoff von 0,2 auf 0,6°,, nach 
12 Tagen Dunkelheit gestiegen war, bei Paeonia albiflora 
von 0,279 auf 1,211°/, in 25 Tagen. Der Tod der Zellen war 
nahe, aber noch nicht eingetreten. 

Bokorny und ich haben gezeigt, daB der durch Basen 
ausscheidbare Eiweifstoff in den Zellen die Rolle eines Speiche- 
rungsproduktes spielt; denn bei Ziichtung von eiweiBreichen 
Spirogyraarten in einer stickstofffreien, aber sonst vollstandigen 
Nahrlésung am Licht wird unter fortdauerndem Wachstum dieser 
Algen dieser gespeicherte Eiwei8kérper vollig verbraucht, so daB 
gar keine Reaktion mehr auf denselben erhalten wird, obwohl 
eine Lésung von 0,5°/, Coffein oder 1°/,, Ammoniak sehr 
kleine Mengen dieses Stoffes leicht erkennen ]4B8t. Umgekehrt 
zeigten wir auch, daB dieser Eiwei®kérper zur Speicherung 
in erheblichem Ma8e gebracht werden kann durch Anwendung 
einer Nahrlésung, die keine Phosphate enthalt, aber sonst voll- 
stindig ist. Auf diese Weise wurde die Zellteilung hintan- 
gehalten und das gespeicherte EiweiB konnte nicht durch Ver- 
mehrung der Zellen wieder verbraucht werden und mubBte sich 
ansammeln. 

Aber die innigste Beziehung von unserem labilen EiweiB- 
stoff zu den EiweiBstoffen des lebendigen Protoplasmas wird noch 
schlagender dadurch bewiesen, daB auch das lebende Proto- 
plasma selbst bei sehr vielen Objekten mit Coffein unter 
WasserausstoBung und Vakuolisierung reagiert, ohne dabei sofort 
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abzusterben. So beobachtete Bokorny') bei Behandlung eines 
Myxomyceten mit 0,1°/,iger Coffeinlésung die Bildung von 
verschieden groBen, runden Portionen unter starker Proto- 
plasmastromung, worauf eine Sonderung in stark lichtbrechen- 
des Plasma und eine Vakuole vor sich ging. 

Bei Amoben fiihrt diese Behandlung zur Entstehung zahl- 
reicher Vakuolen, und die nun dichter gewordene Cytoplasma- 
masse bewegte sich allmahlich langsamer als zuvor, und die 
Fortsatze wurden langer und diinner. Beim Ersatz der Coffein- 
lésung durch Wasser stellte sich allmahlich der urspriingliche 
Zustand wieder her und die Amdbe lebte weiter. Paramacien 
zeigen bei dieser Behandlung anfangs bedeutende Beschleuni- 
gung der Wimperbewegung, sodann ein Auftreten von Vaku- 
olen und so eigenartige Contractionen, daB man meinen kénnte, 
es hitte eine andere Infusorienform sich gebildet. 

Aber nicht nur das halbfliissige Cytoplasma solcher Orga- 
nismen, sondern auch festere Protoplasmastrukturen 
kénnen mit Coffein reagieren, insofern durch eine 1 °/,,- 
Lésung dieser Basis bei manchen Objekten sowohl normale 
als anomale Plasmolyse auftreten kann, wobei die Wande des 
Cytoplasmas als gespannte Blasen noch langere Zeit am Leben 
bleiben. Offenbar resultiert diese Erscheinung lediglich als 
Folge einer leichten Reizwirkung, infolgederen eine Wasser- 
abscheidung eintritt. Die Ursache der Plasmolyse ist hier eine 
ganz verschiedene, als bei Anwendung einer 5- bis 10°), igen 
Lésung eines neutralen Kali- oder Natronsalzes. 

Bei Spirogyra tritt die Plasmolyse durch Coffein nur selten 
ein, aber sehr leicht, wie Bokorny’”) gezeigt hat, bei den 
Zellen der Bliiten von Ipomaea und Crocus, Blattern von 
Camellia und Blattnerven von Pyrus Toringo, bei der 
Rinde junger Zweige von Aesculus turbinata, Blumen- 
blattern von Tulipa, von Bliitenstielen von Primula sinensis. 
Sehr haufig treten hier innerhalb des plasmolysierten gespannten 
Tonoplasten viele Kugeln von Coffeinproteosomen auf. Ebenso 
wie bei der Bildung der Proteosomen eine teilweise Abtrennung 
von locker gebundenem Wasser aus dem gelésten aktiven 
EiweiB stattfindet, beruht die Plasmolyse durch Coffein auf 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 187, 487; Arch. f. Zellforschung 7, Heft 1. 
®) Arch. f. d. ges. Physiol. 45, 209; ferner Daikuhara, Flora 1895, 95. 
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einer Abtrennung eines gewissen Anteils des gebundenen Was- 
sers aus den festen Cytoplasma-Membranen. 

Am kompliziertesten sind solche Vorginge bei manchen 
insektenfressenden Pflanzen, wo Coffein nicht nur Proteosomen- 
ausscheidung, sondern zugleich Plasmolyse herbeifiihrt. Und 
da die Zellen dieser Pflanzen einerseits sehr eiweiBreich sind 
und andererseits sehr wahrscheinlich durch zahlreiche Plasma- 
briicken ausgiebig miteinander verbunden sind, so pflanzt sich 
der einmal eingetretene Reiz langsam weiter fort auf andere 
Teile derselben Pflanze, die nicht direkt mit dem Coffein in 
Berthrung kamen. Aber bei diesen Objekten ist die ganze 
Frage sehr kompliziert; denn auch geringe minimale Reize 
anderer Art bringen jene Erscheinungen zustande, die zuerst 
von Darwin beschrieben und mit dem Namen ,, Aggregation“ 
belegt wurde’). 

Was die Verbreitung dieses labilen Eiwei®stoffes betrifft, 
so ist dieselbe eine sehr groBe, und es bleibt noch zu entschei- 
den, ob nicht vielleicht die Mehrheit der Pflanzen dasselbe im 
einen oder anderen Organ gespeichert enthalt. Auch solche 
Pflanzen, die wegen sehr raschen Wachstums es nicht speichern 
kénnen, enthalten es doch 6fters in ihren Driisenhaaren, wie 
z. B. Vicia Faba in den Driisenhaaren der jungen Blatter. 
Bei verschiedenen Pflanzen ist es in den Laubblattern, bei 
andern in den Bliitenteilen oder in der Rinde und Markstrahl- 
zellen oder auch in Wurzeln von Bokorny, Daikuhara und 
mir aufgefunden worden. Besonders reich daran sind die in- 
sektenfressenden Pflanzen und Gruppen der Rosiflorae, Juli- 
florae, Saxifragineae, Myrtiflorae und Aesculineae. Manchmal 
treten Proteosomen spontan auf, die mit frischen Coffeinpro- 
teosomen die gré&te Ahnlichkeit haben, so in chlorotischen 
Blattern von Acer oder in den Blaittern von Prunus”) bei 


langerem Verweilen im Dunkeln. 

In tierischen Objekten ist ein ahnlicher Korper von 
Ferd. Winkler®*) in Leukocyten beobachtet und mit Coffein 
zur Abscheidung gebracht worden. 


1} Siehe hiertiber auch Th. Bokorny, Pringsheims Jahrb. 20, 431. 
*) Flora 1895, 90, und O.L., Die chem. Energie der lebenden Zellen, 
2. Aufl., Kap. 7. 
3) Fol. haematol. 1910. 
Biochemische Zeitschrift Band 71 21 
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Zusammenfassung. 


In vielen Pflanzenzellen kommt ein sehr labiler Eiweib- 
kérper gespeichert vor, gewdhnlich im Zellsaft, bei manchen 
Objekten aber auch im Cytoplasma. Dieser EiweiBkérper unter- 
scheidet sich hauptsachlich dadurch vom gewohnlichen EiweiB, 
daB er mit Ammoniak und organischen Basen aus seiner Lésung 
abgeschieden wird und dabei in der Regel eine rasche Ver- 
anderung zu einer stabilen Verbindung erfahrt. Diese Abscheidung 
beruht nicht auf einem Neutralisationsvorgang. Wahrend in 
der Regel durch sehr reagierfahige Basen zahlreiche sehr kleine 
Granula abgeschieden werden, wirken schwache Basen wie Coffein 
und Antipyrin wesentlich verschieden. Solche Basen kénnen 
nicht nur das Leben der Zellen tagelang intakt lassen, sondern 
auch den labilen Charakter des gespeicherten labilen EiweiBes. 
Die anfangs ausgeschiedenen minimalen Troépfchen vereinigen 
sich allmahlich zu ansehnlichen lichtbrechenden groBen Tropfen, 
die oft die Halfte des Zelldurchmessers besitzen und 30 u im 
Durchmesser erreichen kénnen; an diesen Gebilden (Coffein- 
Proteosomen) kann nun jede Veranderung durch einwirkende 
Stoffe sehr leicht unter dem Mikroskop verfolgt werden. Die 
Koagulation derselben besteht in der AusstoBung von Wasser 
und Unléslichwerden, wobei entweder eine mehr oder weniger 
Hohlriume besitzende feste Kugel, eine Hohlkugel oder auch eine 
amorphe unférmliche Masse resultiert. Von besonderem Interesse 
ist, da8 auch Blausiure, Hydroxylamin und Hydrazin solche Er- 
scheinungen herbeifiihren. Bei Aufnahme von Ammoniak dagegen 
findet ein Erstarren meist ohne Bildung von Hohlraumen statt. 

Dieses labile aktive EiweiB verhalt sich gegen Farbstoffe 
wie das lebende Protoplasma, wahrend die durch Warme, 
Saéuren, Alkohol oder auch spontan koagulierten Proteosomen 
sich wie abgestorbenes Protoplasma gegen Farbstoffe verhalten. 

Der innige Zusammenhang zwischen dem _ gespeicherten 
labilen EiweiB und dem organisierten labilen EiweiB oder leben- 
den Protoplasma wurde auf mehrfache Art erwiesen. 





Weitere Beitrige zur Frage der organischen Ernahrung 
griner Blitenpflanzen. 
Von 
Th. Bokorny. 


(Bingegangen am 10. Juli 1915.) 


Einleitende Bemerkungen, Fleischfressende Pflanzen, einige 
eigene Versuche an Pinguicula vulg. 


Unser Blick wendet sich zunachst auf die in erndhrungs- 
physiologischer Beziehung so interessanten fleischfressenden 
Pflanzen. Denn sie kénnen sich nachgewiesenermaBen von or- 
ganischen Stoffen ernihren, wenn sie auch nicht ausschlieBlich 
auf diese Nahrung angewiesen sind; sie haben auch chloro- 
phylifiihrende Organe. 


Die organische Ernahrung scheint ziemlich ausgiebig zu sein. 

Ch. Darwin war im Sommer 1860 erstaunt, als er sah, 
wie eine groBe Anzahl Insekten von den Blittern des gewéhn- 
lichen Sonnentaus auf einer Heide in Sussex gefangen wurden. 
Auf einem groBen Blatt fand er die Reste von 13 gréBeren 
Insekten, meist Fliegen. Von 56 ganz ausgebreiteten Blattern 
klebten an 31 tote Insekten oder die Uberreste von solchen. 


An einer Pflanze hatten alle 6 Blatter ihre Beute gefangen. 
D. berechnet, daB die Anzahl der auf diese Weise getéteten 
Insekten ganz ungeheuer sein muB, wenn die Drosera, wie 
manchmal der Fall, ganz gemein vorkommt. Ferner vermutet 
er, daB die fleischfressende Pflanze hiervon einen Nutzen habe, 
da sie zum Insektenfang so ungemein geschickt eingerichtet 
ist und eine Auflésung des Insektenleibes faktisch beobachtet 
wird. Auch treten im Innern der Tentakelzellen aaffallende 
Veranderungen ein, wenn die Driisen durch Insekten oder in 
anderer Weise gereizt werden. 

Es erfolgt eine Zusammenballung des lebenden Protoplas- 


mas, die, wenn der Reiz aufhért, von selbst wieder zuriickgeht. 
21+ 
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Genauere Untersuchung dieser Begleiterscheinung jener merk- 
wiirdigen organischen Ernahrung von Blattern haben gezeigt, 
daB es stickstoffhaltige basische Stoffe sind, die jenen Reiz 
hervorrufen. Auflegen von Fleischstiickchen, Eiwei8partikeln usw. 
oder auch Betupfen mit sehr verdiinnten Loésungen von kohlen- 
saurem Ammoniak ruft, wie schon Darwin erkannte, die Er- 
scheinung ebensogut hervor, wie Beriihrung mit gefangenen 
Insekten. Sie tritt nur ein, wenn die Tentakelzellen lebendig 
sind, und besteht in einer von Zelle zu Zelle fortschreitenden 
»Aggregation“*), d. i. einer Bildung von EiweiBkugeln, teils im 
Zellsaft, teils im Plasma. Alle untersuchten basischen Stoffe, 
wie Ammoniak, kohlensaures Ammon, Kali, Natron, Koffein, 
Antipyrin, Toluidin usw., rufen bei entsprechend hoher Ver- 
diinnung die Aggregation hervor. Die Aggregation wurde vom 
Verfasser dann noch bei zahlreichen anderen Pflanzenzellen 
aufgefunden, wenn sie auch wohl nirgends so leicht eintritt 
wie bei Drosera. Z. B. an den Zellen der Narbenpapillen von 
Crocus vernus ballt sich das gesamte Cytoplasma zusammen, 
wenn 0,1°/, Coffeinlésung einwirkt; das von der Zellhaut zu- 
riickweichende Cytoplasma umgibt sich an seiner AuBenfliche 
mit Cellulose, so da8 nun eine zweite neue und engere Zell- 
haut in der alteren steckt, woraus auch klar hervorgeht, daB 
der Vorgang an der lebenden Zelle sich abspielt. Sonst ware 
eine Neubildung von Zellhaut nicht médglich. 

Die ausgeschiedenen Ballen sind EiweiB mit Wasser (als 
Quellungsmittel), aber von geringerem Wassergehalt als vorher, 
wie schon aus der starkeren Lichtbrechung hervorgeht; in den 
Zwischenriumen zwischen den Ballen liegt die ausgeschiedene 
wasserige Flissigkeit. 

Es ist sehr wohl méglich, daB dieselbe bei Drosera die 
verdauenden Enzyme enthalt, und daB die Ballung verbunden 
mit Wasserausscheidung zu dem Zwecke erfolgt, um Enzym- 
lésungen nach auBen zu beférdern und damit eine Verdauung 
der gefangenen Beute zu ermédglichen. Vielleicht hangt sie 
auch mit der Aufsaugung zusammen. 

Fleischfang wurde von Darwin dann auch bei vielen 
Arten von Utricularia aufgefunden. Sie sind dazu wunderschon 


1) Bokorny, Uber Aggregation, Vortr. phys.-med. Soz., Erlangen 
1890 und Pringsh. Jahrb. wiss. Bot. 20, Heft 6. 
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angepaBt und saugen die Produkte von deren Zerfall auf; 
Verdauungssafte besitzt aber Utricularia nicht (Ch. D.), ebenso- 
wenig Sarracenia und Darlingtonia. Mit Drosera stimmen hin- 
gegen wiederum Pinguicula und Nepenthes in bezug auf Ab- 
sonderung von Verdauungssaften iiberein. Sie sind am meisten 
tierahnlich in bezug auf Ernahrung. 

Unter ,,Produkten des Zerfalls“ versteht Ch. Darwin wohl 
zweifellos die infolge von Bakterienzersetzung auftretenden Stoffe. 

Sie sind von sehr verschiedener Art und bestehen wohl 
zum Teil aus Stoffen, mit denen ein tierischer Darm und Magen 
nichts anzufangen wiiBte, wie zB. Ammoniak. Diese Er- 
nahrung schlieBt schon teilweise an die gewoéhnliche 
Pflanzenernahrung aus einfach gebauten Stoffen an. 

Ist denn iiberhaupt die zweifellos stattfindende Ernahrung 
der fleischfressenden Pflanzen mit Tieren oder deren Faulnis- 
produkten vorteilhaft fiir diese? Was niitzt der Tierfang, wenn 
die fleischfressenden Pflanzen auch ohne organische Nahrung, 
namlich von der Kohlensiiure der Luft leben kénnen? Oder 
sollte diese Ernahrung hier nicht ausreichen? 

Dariiber kann nur das Experiment entscheiden. Leider 
fehlt es an solchen Experimenten ziemlich stark. Ich finde 
eine Angabe iiber Versuche von Biisgen. Er _ beobachtete 
Utricularia mit und ohne Flohkrebsfiitterung. Im letzteren Falle 
wurden deutliche Symptome von Hunger’) beobachtet. Hingegen 
gedeiht Utricularia bei reichlicher Flohkrebsfiitterung sehr gut. 

Bei Drosera fand Biisgen einen betrachtlichen Unterschied 
hinsichtlich des Trockengewichtes der Fruchtkapseln. Gefiitterte 
standen zu nichtgefiitterten im Verhiltnis 3:1 oder gar 5:1. 

Man zieht nun aber aus diesen Beobachtungen und aus 
dem ganzen Verhalten der fleischfressenden Pflanzen merk- 
wirdigerweise nicht den Schlu8, daB ihnen organische Ernah- 
rung notig oder doch sehr vorteilhaft sei; einen SchluB, den 
gewiB viele Unbefangene ziehen werden. Vielmehr fahndet man 
nach einer ganz anderen Deutung der Insectivorie. 

Die organische Ernahrung wird als etwas Untergeordnetes 
hingestellt, zumal ja in neuester Zeit die Moglichkeit, orga- 
nische Stoffe zur Ernahrung zu verwenden, auch fiir viele 


1) Z. B. verfriihte Bildung von Winterknospen. 
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andere Pflanzen nachgewiesen wurde. Man bedenkt dabei nicht, 
daB die organische Ernaihrung ja allerdings eine niedere Stufe 
der Ernahrung darstellt, daB sie aber bei einer groBen Gruppe 
von Pflanzen, den Pilzen, die einzige Ernahrungsart ist. Es 
hat somit nichts Ungereimtes an sich, wenn man angesichts 
der gefiillten Kannen von Nepenthes mit ihren zahlreichen ge- 
fangenen Asseln und anderen Tieren’), ferner der fliegen- und 
miuckenbedeckten Droserablitter zuniachst die pilzihnliche, ja 
sogar tierahnliche Ernahrung bestaunt. 

Nepenthes war lange Zeit der Gegenstand erregter Dis- 
kussionen, bis durch Hébel und Vines nachgewiesen werden 
konnte, daB peptonisierende Enzyme in den Kannen gebildet 
werden. Allerdings ist die Menge derselben verschieden. 

Bei schwachlichen Pflanzen ist die Verdauungsfliissigkeit 
der Kannen neutral, so da8 sich reichlich Mikroorganismen an 
den Tierleichen entwickeln kénnen. 

Lebenskraftige Kannen dagegen enthalten eine stark saure 
und lebhafte verdauende Fliissigkeit, in der Mikroorganismen 
nicht aufkommen. 

Kraftige, aber noch geschlossene Kannen enthalten eine 
neutrale Fliissigkeit; es geniigt aber (nach Clautriau), die 
Kannen nur zu schiitteln oder Glassplitter hineinzuwerfen, um 
die Saurebildung zu veranlassen. 

Auch kann durch kiinstlichen Zusatz von Saéure die Enzym- 
bildung angeregt werden. In der Natur wird das erste in die 
Kanne fallende Insekt den Ansto8 zur Siureausscheidung und 
damit zur Enzymausscheidung geben. 

Freilich kommt es vor, da8 bei Uberfiitterung der Kannen 
die Saéure nicht ausreicht (sie wird durch basische Zerfalls- 
produkte fortwaihrend neutralisiert) und dann wird die Ent- 
wicklung von Fiulnisbakterien nicht ausbleiben. 

Auf eine merkwiirdige, aber sehr sinnreiche Abhangigkeit 
der Enzymsekretion von fauBeren Umstanden hat kiirzlich 
Fenner aufmerksam gemacht. Danach ist Benetzung der Driisen 
mit der Kannenfliissigkeit Vorbedingung zu lebhafter Sekretions- 
tiitigkeit. Dieser Fall tritt aber in der Natur stets ein, wenn 


1) Nepenthes Raja in Borneo soll so groBe Kannen haben, dab 
sogar kleine Wirbeltiere in ihrem Kanneninhalt ertrinken kénnten. 
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benetzte — noch lebende — Insekten zu entkormen und an der 
Wand emporzukriechen suchen, wobei sie mit ihren benetzten 
GliedmaBen die Driisen beriihren, oder wenn schon erstickte, 
auf der Flissigkeit schwimmende Insektenkérper — vielleicht 
infolge der Kapillarwirkung — an die Kannenwinde stoBen 
und so die dort befindlichen Driisen reizen. 

Auf die héchst merkwiirdigen, bewundernswerten Fang- 
vorrichtungen sei hier nicht eingegangen. Man liest ja genug 
von den ,,Fallen“, ,,Wolfsgruben“, ,Schleim- und Leimaus- 
scheidungen“, der sich die Insectivoren bedienen. 

Trotz alledem soll es nun den fleischfressenden Pflanzen 
gar nicht um Fleisch zu tun sein, sondern um — Salze! 

Das sei Ursache und Sinn der Insektivorie. 

»Mit dem besseren Einblick in die Ernahrungsvorgange 
bei griimen und nichtgriinen Pflanzen verlor die Vorstellung 
von der Aufnahme fertig gebildeter EiweiBstoffe durch Ver- 
dauung gefangener Tierkérper viel von ihrer Unwahrscheinlich- 
keit, und als man ferner erkannte, daB zum Aufbau von EiweiB- 
substanzen gewisse anorganische Stoffe, wie Phosphor, Stick- 
stoff, Schwefel u.a., die alle unter normalen Verhiltnissen aus 
dem Boden aufgenommen werden, notwendig sind, gewann dies, 
da die meisten Carnivoren ihren natiirlichen Standort auf 
naibrsalzarmem Boden (Moor) haben, eine héhere Bedeutung.“ 
So liest man in einem bekannten Werke. 

Ich muB gestehen, da8 mir die erwahnte Anschauung recht 
absonderlich erscheint. 

Wer méchte denn der Behauptung Glauben schenken, daB 
die Tiere Fleisch fressen miissen, um Salze zu erhalten? 

Es kommt ihnen offenbar auf die EiweiBstoffe desselben 
an, durch diese werden sie ernihrt. 

Salze sind freilich auch nétig, aber nur in relativ kleiner 
Menge. Sie kénnen meist auch aus anderer Quelle geniigend 
bezogen werden. 

Bekanntlich beziehen die Pflanzen ihr Ca, K, Mg, Fe, PO, 
aus dem Boden. 

Das mag nun bei den auf mineralstoffarmen Mooren ge- 
wachsenen fleischfressenden Pflanzen etwas schwierig sein. 

Dafiir steht aber mineralischer Staub zur Verfiigung, der 
durch Winde herbeigefiihrt wird. 
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Man fragt sich auch bei dieser Hypothese vergeblich, wie 
denn nachher die das Moor bildenden, seine Oberflache be- 
lebenden Moospflanzen zu ihrem Kalk, Kali usw. gelangen, da 
sie keine Fleischfresser sind. 

Mag sein, daB sie ein geringeres Kalk- und sonstiges 
Mineralstoffbediirfnis haben als viele andere Pflanzen; bediirfen 
werden sie dieser Stoffe auch, sie miissen auf irgendeine Weise 
herbeigeschafit werden. 

Da nun der Moorboden arm daran ist, so mu8 wohl eine 
Versorgung durch atmosphiarischen Staub eintreten. 

Derselbe kann aber auch den fleischfressenden Pflanzen 
Mineralnahrung verschaffen. 

Kurz, es ist kein Grund vorhanden, von der naturgemaBen 
Auffassung abzugehen, daB die Insektivoren Tiere fangen und 
verdauen, um zu organischer Nahrung zu gelangen und damit 
die schwierigere Kohlensiure- Assimilation mehr oder weniger 
iberfliissig zu machen. 

Das Vorkommen in Mooren kann auch andere Griinde haben. 

Ferner gibt es ja auch gewiB fleischfressende Pflanzen auf 
mineral- und kalkreichem Boden. 

So kann man die Pinguicula vulgaris im bayrischen Kalk- 
gebirge iiberall auf feuchteren Wiesen, Hoblwegen usw. antreffen. 

Sie bedarf der Insekten sicherlich nicht als Mineralstofftrager. 


Eigene Versuche mit Pinguicula vulgaris. 

Eine gréBere Anzahl von Pinguiculapflanzen wurden mit 
unterliegendem Rasen auf einer Bergwiese des Kufsteiner Inn- 
tales ausgehoben und — nach 3tagiger Lagerung in einer 
Botanisierbiichse (da eine Verpflanzung nicht eher méglich war) — 
in Tépfe mit Gartenerde gesetzt. Die Gartenerde war von recht 
mittelmaBiger Qualitat. 

Mehrere der Pflanzen waren bereits vergilbt, als sie in die 
Tépfe kamen, doch erholten sie sich teilweise wieder. 

Das scheint auf einen ziemlich raschen Stoffwechsel bei 
diesen Pflanzen hinzuweisen. 

Die mikroskopische Untersuchung eines solchen vergilbten 
Blattes ergab zahlreiche runde, sitzende und runde, langgestielte, 
hutpilzahnlich geformte Driisen auf der Blattoberseite. 

Auch an einem jiingeren, halb so kleinen Blatte (die Lange 
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des ausgewachsenen betrug 3 cm), das noch vollkommen frisch und 
griin war, konnten genau dieselben driisigen Gebilde wahrgenom- 
men werden; hier waren sie aber durchaus im lebenden Zustande, 
wahrend am Alteren Blatte schon manche abgestorben waren. 

Bei Einwirkung von gesattigter 1°/,iger, wie auch von 
0,1°/, iger Coffeinlésung bemerkte ich beiderseits keine Aggre- 
gationserscheinungen. 

Ebenso traten keine Aggregationserscheinungen auf, als 
ich 0,025°/, ige oder auch 0,1°/,ige Ammoniaklésung einige 
Zeit einwirken lieB. 

Ferner blieb eine 2°), ige Peptonlésung wirkungslos, 
d.h. eine Ballung des Zellinhaltes kam nicht zustande. Frei- 
lich manche Driisen zeigten Absterberscheinungen (Contraction 
und Triibung des Plasmas). 

Ein Versuch mit Eieralbumin, von dem eine kleine 
Menge zusammen mit einem Tépfchen Wasser auf das Pingui- 
culablatt gebracht wurde, ergab wiederum negatives Resultat. 
Ich sah, als das Blatt nach 15 Stunden untersucht wurde, keine 
Spur von Aggregation. Auch wies das Blatt makroskopisch 
keinerlei Reizzustande auf. 

Die Versuche fielen immer negativ aus, ob nun abgetrennte 
Blatter oder an der Pflanze befindliche geprift wurden, nur 
kurze Zeit oder mehrere Stunden, sogar Tage dauerten. 

Darwin gibt speziell von dem kohlensauren Ammoniak 
an, daB dasselbe an Pinguicula ahnliche Wirkungen wie ein 
Insekt oder ein Stiickchen Fleisch ausiibe. 

Er sagt hieriiber (a. a. O. S. 346 und 347): ,,Zwei Stiickchen 
Blatt wurden 17 Stunden lang, ein jedes in eine Drachme 
einer Lésung von kohlensaurem Ammoniak von 2 Starkegraden 
gelegt, némlich von 1 Teil auf 347 und auf 218 Teile Wasser. 
Die Driisen der langeren und kiirzeren Haare wurden dann 
untersucht und dabei ergab sich, daf ihr Zelleninhalt zu einer 
kérnigen Masse einer braunlich-griinen Farbe zusammengeballt 
war, die langsam ihre Form anderten. Ohne Zweifel bestanden 
sie aus Protoplasma. Innerhalb der Driisen des Blattstiickes, 
das der Wirkung der stirkeren Loésung ausgesetzt war, war 
die Zusammenballung starker ausgesprochen und die Bewegung 
des Protoplasmas rapider als in den andern. Das Experiment 
wurde mit demselben Resultate wiederholt, und dabei bemerkte 
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ich, daB das Protoplasma ein wenig von den Wandungen der 
einzelnen verlangerten, die Stiele bildenden Zellen abgeschrumpft 
war. Um den ProzeB der Zusammenballung zu beobachten, 
wurde ein schmaler Streifen eines Blattes auf der Kante liegend 
unter das Mikroskop gebracht; die Driisen zeigten sich vdllig 
durchsichtig. Nun wurde ein wenig von der staérkeren Lésung 
(1: 218) unter das Deckglischen gegeben; nach 1 bis 2 Stunden 
enthielten die Driisenzellen sehr feine granulése Substanz, die 
langsam grobkérniger und unbedeutend opak wurde; aber selbst 
nach 5 Stunden war sie noch nicht braunlich. Um diese Zeit 
erschienen einige wenige groBe, durchscheinende, kugelige Massen 
innerhalb der oberen Stielzellen, auch war das ihre Wandungen 
auskleidende Protoplasma ein wenig zusammengeschrumpft. Es 
geht sonach hieraus hervor, daB die Driisen der Pinguicula 
kohlensaures Ammoniak absorbieren; sie absorbieren es aber 
nicht so schnell als die Driisen der Drosera, oder es wirkt 
nicht so schnell auf sie ein als wie dort.“ 

Eine Wiederholung dieser Versuche meinerseits ergab nun 
absolut negatives Resultat, auch wenn die Pflanze 20° warm 
gestellt wurde, so daB ich zunachst die Versuche aufgab. Ver- 
mutlich befanden sich meine Pflanzen (Ende Oktober) in einer 
Art Starre und waren iiberhaupt nicht reizbar. 

Die Herbsttage 1913, in denen diese Versuche gemacht 
wurden, waren durchaus triib, kalt und regnerisch. Vermutlich 
war also die Zeit nicht giinstig. 

Ich beschranke mich auf einige mikrochemische Versuche. 

Die obere Flache der Blatter von Pinguicula vulgaris ist, 
wie schon Ch. Darwin (insektenfressende Pflanzen) angibt, dicht 
mit Driisenhaaren von zweierlei Art bedeckt, die in der GréBe 
der Driisen und der Lange ihrer Stiele voneinander abweichen. 

Die gréBeren Driisen haben einen kreisférmigen Umfang, 
wenn sie von oben betrachtet werden, sind maBig dick, werden 
durch strahlenférmig angeordnete Scheidewande in 16 Zellen 
geteilt, die eine hellgriine homogene Filiissigkeit enthalten. Sie 
werden von langlichen, einzelligen Stielen mit Kern und Kern- 
korperchen in der einen Stielzelle getragen; die Stiele stehen 
auf leichten Hervorwélbungen. 

Die kleinen Driisen weichen darin ab, daB sie nur 
von der halben Anzahl von Zellen gebildet werden, die viel 





Organische Ernahrung griiner Pflanzen. 329 


blassere Fliissigkeit enthalten und von viel kiirzeren Stielen 
getragen werden. 

Nahe der Mittelrippe nach der Basis der Blatter zu sind 
die Stiele vielzellig, langer als irgendwo anders und tragen 
kleinere Driisen. 

Alle Driisen sondern eine farblose, klebrige Fliissigkeit ab. 

Der scharfe Blattrand ist durchscheinend und tragt keinerlei 
Driisen. 

In der Absonderung klebriger Fliissigkeit aus den Driisen- 
képfen erkennt man eine Ahnlichkeit mit den Droserablattern. 

Doch scheint die Reizbarkeit der Driisenhaare sehr stark 
zu differieren. 


Ich konnte, wie gesagt, bei keinem meiner Pinguicula-Ver- 
suche eine Zusammenballung des Inhaltes oder eine Kérnung 
bemerken, wahrend die Driisenhaare von Drosera auBerst leicht 
reagieren, so daB man in ihrer Behandlung vorsichtig sein muB, 
um keine unbeabsichtigte oder gar schiidliche Wirkung zu erzielen. 

Als die Witterung sich einigermaBen besserte, stellte ich 
noch folgende Versuche auf: 


Versuch 1. 

Kontrollversuch. Die Pinguilapflinzchen wurden mit gewéhn- 
licher mineralischer Nahrlésung begossen. 

Sie wiesen binnen 14 Tagen keine nennenswerte Entwicklung auf. 

Reizmittel verursachten keine Wirkung. 

Offenbar war die Zeit zu Ernahrungsversuchen nicht geeignet. 

Im Herbst schicken sich ja unsere Pflanzen an, in das Stadium 
der Winterruhe iiberzugehen. 

Sie arbeiten dann nicht mehr. 

Sogar bei giinstigeren Witterungsverhaltnissen konnte ich friiher 
schon wiederholt beobachten, da8 die Ernahrungsversuche in solcher 
Jahreszeit recht ungiinstig verliefen. 


Versuch 2. 

Asparagin 0,5°/, + Monokaliphosphat 0,05°/, + Magnesiumsul- 
fat 0,05°/, +- Calciumchlorid 0,05°/, +- Spur Eisen, alles in destilliertem 
Wasser gelést. 

Mit dieser Asparagin als organische Stickstoff- und Kohlenstoff- 
quelle enthaltenden Lésung wurden die Pinguiculapflanzchen begossen. 

Auch sie wiesen binnen einigen Wochen keine nennenswerte Ent- 
wicklung auf und lieBen auch keine Reizbarkeit erkennen. 


Versuch 3. 
Asparagin 0,5°/, + Monokaliphosphat 0,05°/, +- Magnesiumsul- 


fat 0,02°), + Calciumnitrat 0,05°), + Spur Eisen; alles in destillier- 
tem Wasser gelést. 
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Diese Nahrlésung enthalt Asparagin als Kohlenstoffquelle. Fir die 
Stickstoffernahrung der Pinguiculapflinzchen war noch eigens Calcium- 
nitrat zugesetzt. 

Nach einigen Wochen zeigte sich keinerlei Erfolg. 

Ich stand also von weiteren Versuchen mit Pinguicula in jenem 
Herbste ab. 


Kiinstliche Methylalkohol-Ernahrung. 


Versuche mit Brassica oleracea (Var-Wirsing) 
und Methylalkohol. 

Es wurde eine Anzahl kleine Wirsingpflanzen von einer 
Gartnerei bezogen (15. Marz). 

Dieselben hatten die Héhe von 10cm und wurden zum 
Versuch so ausgewahit, daB sie von gleicher Entwicklung und 
Kraftigkeit der Organe waren. 

Ihr Gewicht betrug je 2 g. 

Dieselben wurden je in einen Topf mit Gartenerde ge- 
pflanzt. Der Topf enthielt nur eine Pflanze und war sehr ge- 
raumig, etwa 10kg Gartenerde fassend. 

Die Pflanzen wurden regelmaBig, des Tages 1- bis 2 mal 
begossen, alle gleich. Der Aufenthaltsort der Pflanzen war ein 
Fensterbrett vor einem nach Siidosten gehenden Fenster, das 
bis mittags 1 bis 2 Uhr direkte Sonne hatte. 

Jeden Tag fand eine genaue Besichtigung der Pflanzen 
statt, ob nicht etwa der KohlweiBling oder ein anderer Schid- 
ling sich eingefunden hatte. Eventuell wurde die Entfernung 
desselben schleunigst vorgenommen. 

Die Nahrlésung, mit der die Erde tiglich begossen wurde, 
hatte folgende Zusammensetzung; 


Nahrlésung beim CH,OH- Naéhrlésung beim Kontroll- 
Wirsingversuch: versuch hierzu: 
Methylalkohol. . . 0,20°), Monokaliphosphat . . 0,03°/, 
Monokaliphosphat . . 0,03°/, Calciumnitrat. . . . 0,05°/, 
Calciumnitrat . . . .0,05°/, Magnesiumsulfat . . 0,02°/, 


Magnesiumsulfat . . .0,02°/, Eisensalz . ... . Spur. 
Eisensalz. . . . . . Spur 


Der Methylalkohol wurde in relativ starker Konzentration 
gegeben, weil ich schon friiher gefunden hatte, daB er in dieser 
Starke ertragen wird, und so eher ein Erfolg zu erwarten war 
als bei gréBeren Verdiinnungen. 


EBON AEROS 
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Der Versuch begann am 15. Marz und endete am 11. Juni 
Versuchsdauer also 3 Monate. 
Die Licht- und Warmeverhaltnisse waren sehr giinstig. 


Befund bei der Untersuchung der Methylalkohol-Wir- 
singpflanze am 11. Juni: 


Hohe der Pflanze vom Boden an 30 cm. 

Lange des langsten Blattes 20 cm. 

Breite des groéBten Blattes 20 cm. 

Stengel an seiner dicksten Stelle 2*/, cm dick. 

Die vier altesten Blatter wiesen noch keine deutliche 
Krauselung auf; die folgenden haben bereits zahlreiche tiefe 
Gruben an der Blattunterseite und Erhebungen an der Oberseite. 

An den weiteren 8 Bliittern nahm die Kriuselung bestan- 
dig zu; das jiingste sichtbare Blatt war in dichte Falten gelegt. 

Farbe der Blatter bereift griin. 

Stengel 10 cm lang bis zum ersten Blatt (ein paar welke 
Blatter waren allerdings abgefallen). 

Die Pflanze machte von allen weitaus den kraftigsten Ein- 
druck, namentlich war sie der gleichzeitig mit ihr aufgestellt 
gewesenen, unter ganz gleichen Bedingungen gezogenen Kontroll- 
pflanze weit iiberlegen, weniger aber doch recht deutlich den 
Methylal- und den Glycerinpflanzen. 

Gesamtgewicht der von der anhangenden Erde be- 
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Die Wurzel machte 5,95°/, des Gesamtgewichtes, der 
Stengel 13,67°/,, die Blatter 80,38°/, aus. 

Die mikroskopische Untersuchung eines Blattstiickchens 
ergab die gewdhnliche Struktur des Kohlblattes. Die Blatter 
wiesen aber, entsprechend der iippigen, auch in die Dicke 
gehenden Entwicklung, eine groBe Zahl von assimilierenden 
Schichten (Pallisaden- und Blattfleischzellen) auf, 8 bis 10 Schichten. 

Mit Coffeinlésung konnte keine Reaktion erhalten werden, 
ein Zeichen, daB das Albumin im Zellsafte nicht in Form 
von aktivem Albumin enthaiten war. 

Um die Menge des mit Kaliwasser (1 : 1000) extrahierbaren 
Proteins zu ermitteln, wurden die Blatter, Stengel und Wurzeln, 
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jedes fiir sich, gut zerkleinert und mit einer iiberschiissigen 
Menge von Kaliwasser 3 Tage lang extrahiert. 

Hierauf wurde filtriert. 

Das Filtrat wurde bis zum Kochen erhitzt und mit Essig- 
siure schwach angesduert. 

Es entstand ein weiBlicher Niederschlag, der sich zu 
Flocken sammelte und bald gréBtenteils obenauf schwamm 
(wie Suppenschaum). 

Dieser Niederschlag wurde auf einem Filter gesammelt 
und nach dem Auswaschen getrocknet. 

Das getrocknete EiweiB betrug 0,51 g bei den Blattern 

Das Frischgewicht der Blatter hatte 132,2 g betragen. 

Demnach haben wir 0,39°), trocknes EiweiB in den 
Blattern der Methylalkohol-Wirsingpflanze. 

Im Stengel und in der Wurzel wurde der EiweiBgehalt in 
gleicher Weise zu bestimmen versucht. 

Es ergaben sich geringere Betrige. 

Der EiweiBgehalt der Wurzel war iiberhaupt nicht 
zu bestimmen. 

Denn die Neutralisation des Kaliwasserextraktes ergab hier 
nur eine schwache Triibung. 

Beim Stengel gelang es, die Menge ungefahr festzustellen. 

Es war 0,03 bis 0,04 g trocknes EiweiB pro 22,5 g Stengel. 

Das macht 0,18°/, EiweiB. 

Es scheint demnach, da8 die Wurzel fast kein Eiwei8 ab- 
lagert, wenigstens solange sie im lebhaften Wachstum begriffen 
ist. Die Pflanze war ja erst 3'/, Monate alt. 

Im Stengel wird etwas EiweiB zur Ablagerung gebracht, 
aber wesentlich weniger als wie in den Blattern. 

Es mag das beim Stengel vielleicht zum Teil darauf zu- 
riickgefiihrt werden, daB ein betrichtlicher Teil der Zellen in 
leblose Holzzellen iibergeht, die nicht imstande sind, EiweiB zu 
speichern. 

In der Wurzelentwicklung machte sich eine auffallende 
Vernachlassigung geltend, die in grellem Widerspruch zu der 
sonst so kriftig angelegten Pflanze zu stehen schien. 

Erklirlich wird das aber durch die offenbar sehr aus- 
giebige organische Ernaihrung der Pflanzen bei diesem Versuch 
(siehe die Ausfiihrungen bei Beschreibung der Kontrollpflanze). 
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Binnen 3 Monaten hatte sich das Frischgewicht der Pflanze 
von 2g auf 164,5 g vermehrt, also auf das 82 fache. 

Was ist davon auf das Konto der Methylalkoholernihrung 
zu setzen? 

Neben derselben hatte natiirlich eine Kohlensiureernéhrung 
stattgefunden. 

Sehen wir zur Kontrollpflanze (weiter unten). 

Sie hatte unter ganz gleichen Verhiltnissen von 2 bis 
74,5 g zugenommen. 

Es bleibt also ein Unterschied von 90 g. 

Diese Differenz kann wohl zum groBen Teil auf den Me- 
thylalkohol geschoben werden. 

Denn wenn auch zugegeben werden mag, daB einiger 
Unterschied schon in der urspriinglichen Anlage zur Entwick- 
lung gegeben sei, so macht das doch keinenfalls einen so groBen 
Betrag aus, da die Kontrollpflanze wahrend der ganzen Ent- 
wicklung sich durchaus normal zeigte. 

Es wurde taglich */,1 der obengenannten Nahrlésung zu- 
gefiihrt, auBer wenn nasses Wetter war. 

Ich schatze die gesamte Lésung auf 251; das macht 50 g 


Methylalkohol. Unter Hinzuziehung des Salpeterstickstoffes und 
des Phosphors zur EiweiBbildung mag das wohl jenes Plus von 
90 g erklaren. 

Befund bei der Untersuchunng der Kontrollpflanze 
zum Methylalkohol-Wirsingversuch (lediglich mit mineralischer 
Nahrloésung begossen) am 11. Juni (nach 3 Monaten): 

Hohe der Pflanze vom Boden an 30cm. 


Lange des langsten Blattes 16cm. 

Breite des gréBten Blattes 10cm. 

Stengel an seiner dicksten Stelle (oben) 1 cm dick. 

Die 5 altesten Blatter weisen noch keine deutliche Krause- 
lung auf. Die folgenden 6 zeigten eine sehr maBige Krausung; 
das sechste, jiingste Blatt (eigentlich das elfte im ganzen) wies 
noch recht maBige Kriauselung auf. 

Stengel 16cm lang bis zum ersten Blattansatz (ein paar 
welke Blatter waren allerdings abgefallen). 

Die Gewichtsbestimmung der einzelnen Teile ergab folgen- 
des (alles in Frischgewicht angegeben, bei den Wurzeln natiir- 
lich unter sorgfaltiger Entfernung der Erde): 
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Gesamtgewicht der Pflanze . . 74,58 
Gewicht der Wurzel . . . . 13,5g 
Gewicht des Stengela . . . . 80g 
Gewicht der Blatter . . . . 53,0g 


Es fallt sofort auf, daB das Gesamtgewicht der Pflanze 
viel geringer ist als bei der Methylalkoholpflanze, ferner 
daB das Wurzelgewicht verhaltnismaBig groB ist. 

Schon beim Herausnehmen der Pflanze aus der Erde fiel 
es mir auf, daB die Wurzel weitaus gréBer war wie bei der 
sonst doch viel kraftiger entwickelten Methylalkoholpflanze, die 
unter ganz gleichen Verhiltnissen unmittelbar neben der Kon- 
trollpflanze gezogen worden war und auch von ae dieselbe 
GroBe und dieselben Proportionen aufwies. 

Es drangt sich unwillkiirlich der Gedanke auf, daB die 
ausgezeichnete Ernahrung durch den Methylalkohol, der reich- 
lich zu Gebote stand, die Methylalkoholpflanze von der Ausbil- 
dung eines kriftigeren Wurzelsystems Abstand nehmen lieB. 

Das setzt freilich voraus, daB die Wurzel auBer nach 
Mineralnahrung auch nach organischer Nahrung im Boden 
sozusagen sucht, was iibrigens gar nicht unwahrscheinlich ist. 

Denn die organische Nahrung wird von zahlreichen griinen 
Pflanzen nachgewiesenermaBen ausgiebig verwertet. Der Ge- 
miisekoh]l gehért auch dazu. 

Der EiweiBgehalt der Blatter wurde in ganz gleicher 
Weise bestimmt wie beim Methylalkoholversuch. 

Es ergab sich 0,18g trockenes EiweiB auf 53g Blatter. 

Das macht 0,34 °/, EiweiB in den Blattern. 

Bei der Methylalkoholpflanze hatten wir 0,39°/, EiweiB. 

Also ist dieselbe auch in bezug auf Eiweibgehalt der Blatter 
der Kontrollpflanze etwas iiberlegen. 

Beides 0,39°/, gerinnbares EiweiB in den Blattern der 
Methylalkohol-Wirsingpflanze und 0,34°/, extrahierbares in den 
Blattern der Kontrollpflanze ist freilich nicht viel im Vergleich 
zu den EiweiBzahlen oder Stickstoffsubstanzzahlen, die man in 
der Literatur angegeben findet. 

Es ist in letzterer von 2 bis 3°), EiweiB bzw. Stickstoff- 
substanz die Rede. 

Zu der Stickstoffsubstanz gehoéren allerdings auch die Amide, 
wie Asparagin, Tyrosin, Leucin usw. Diese wurden bei meiner 
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Methode selbstverstandlich nicht mitgerechnet, da sie nicht ge- 
rinnbar sind. 

AuBerdem ist ja sehr wohl méglich, daB die EiweiBextrak- 
tion mit Kaliwasser recht unvollkommen war. 

Denn es gelingt beim Zerwiegen von Blattern doch keinen- 
falls, alle Zellen des Blattes zu 6ffnen, und durch die Zellhaut 
gehen Lésungen von genuinen EiweiBstoffen nicht gut durch. 

Wir werden also damit rechnen miissen, daB ein ansehn- 
licher Teil, vielleicht der gréBere Teil, in den gewiegten Blit- 
tern stecken blieb. 

Da aber beide Pflanzen vollkommen gleich behandelt wur- 
den zur Gewinnung des EiweiBes, so sind die erhaltenen Zahlen 
doch von einigem Werte, nimlich vergleichbar, weil nach der 
gleichen Methode erhalten. 

Ja, man darf wohl annehmen, daS ein Teil des Methyl- 
alkohols in der Pflanze zur Verbrennung gelangt, ein anderer 
vielleicht durch die Bodenbakterien in Beschlag genommen wurde. 

Der vollige Verbrauch zum Ansatz neuer Pflanzensubstanz 
ist dadurch ausgeschlossen, daB 90g Pflanzensubstanz nur ca. 
9g, d.i. 10°/, Trockensubstanz bedeuten. 

Nach den mir vorliegenden Analysen enthalten die ver- 
schiedenen Kohlarten folgende Mengen Wasser und organische 
Substanz: Zucker u. 

N-freie _Holz- 


Extrakt-  faser 
stoffe 


Blumenkohl . . . 90,89 2,48 4,54 O91 9,14 
Winterkohl (krauser 

Griinkohl). . . 80,03 3,99 11,63 1,88 0,90 
Rotkraut . . . . 92,60 1,80 3,79 0,97 0,20 
WeiBkraut . . . 89,97 1,89 4,87 1,84 0,20 


Stick- 
Wasser stoffsub- 
stanz 


Fett 


Gegen die Halfte der Stickstoffsubstanz ist als Protein- 
substanz zu rechnen, das andere als Aminokorper. 

DaB Methylalkohol in den Kohlpflanzen zur Verbrennung 
gelangen kénne, ist wahrscheinlich; doch liegen keine Angaben 
iiber Verbrennung von Methylalkohol oder anderen Alkoholen 
im Korper der griinen Pflanzen vor. 

Im tierischen bzw. menschlichen Kérper wird bekanntlich 
Athylalkohol sehr leicht zur Verbrennung gebracht. 


Der Methylalkohol aber verbrennt schwer, bleibt also 
Biochemische Zeitschrift Band 71. 92 
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groBenteils als solcher im Kérper, da er ja auch nicht assimi- 
liert wird, und ruft Vergiftungserscheinungen hervor. 

Solche sind nun bei meinen Kohlpflanzen in keiner Weise 
hervorgetreten. 

Also kann angenommen werden, da der nicht assimilierte 
Uberschu8 zur Verbrennung gelangte. 

Was die Verwendung des Methylalkokols durch Mikro- 
organismen des Bodens anlangt, so konnte ich feststellen, 
daB er manchmal eine recht gute Kohlenstoffquelle ist, waihrend 
die nahestehende Ameisensiure sowie der Formaldehyd un- 
brauchbar zu sein scheinen (erstere selten brauchbar). 

Fiir Bierhefe freilich ist Methylalkohol, soweit die bis- 
herigen Untersuchungen reichen, nicht verwendbar. 

Manche Bakterienarten wachsen in Methylalkohollésungen 
neben kleinen Hefearten. 

Ich stellte mir (Bakt. C.-B. 29. Bd.) Methylalkohollésungen 
von 0,0025°/, bis zu 10°), her und versah dieselben mit den 
notigen Mineralstoffen, Stickstoffquellen unorganischer Natur. 

Nur bei 10°), wuchs kein Pilz. 

Bei 5°), kam, freilich sehr allmahlich, Pilzvegetation hervor. 

Bei 2°), und abwarts rascher. 

Demnach ist Methylalkohol fiir diese Mikroorganismen soviel 
wie ungiftig und dient denselben schon von 5°), an zur C-Nahrung. 

DaB der Methylalkohol Schimmelpilzen zur Nahrung dienen 
kénne, ist bisher nicht nachgewiesen worden. 

Hingegen habe ich bei manchen Algen (Spirogyren, Gygne- 
men usw.) nachweisen kénnen, daB dieselben durch Methy!- 
alkohol ernaihrt werden. 

Versuche bei LichtausschluB haben zunichst negatives 
Resultat ergeben. 

Als dann dem Lichte Zutritt gewahrt und dabei die Kohlen- 
siure ausgeschlossen wurde, konnte festgestellt werden, daB der 
Methylalkohol in der Verdiinnung 0,1°/, assimiliert und in Starke 
verwandelt werde (B. in Habilitationsschrift, Erlangen 1888). 

Wir treffen also in den untersten Abteilungen der Chlo- 
rophylipflanzen ebenso wie bei den niedersten Pilzen die Fahig- 
keit an, Methylalkohol zur Ernihrung zu verwenden. 

Die Verwendung des Methylalkohols zur Ernahrung gibt 
zu denken. 
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Unverindert kann sein Molekiil natiirlich nicht zum Starke- 
oder EiweiBaufbau dienen; es hat zu viel Wasserstoff. 

In beiden Fallen kann wohl nur eine Oxydation bis zu 
CH,O angenommen werden, welcher Stoff dann unmittelbar in 
Kohlehydrat iibergeht: 

6 CH,O = C,H,,0,. 

Bei Verwendung zur EiweiBbildung gilt die Loewsche 
Formel, die den Zutritt von Ammoniak, dann H,S und H, 
fordert (L. u. B., Chem. Kraftquelle, theoret. Teil, S. 6): 

4 HCOH + H,N = H,N.CH.COH 


+2H,0 
CH, .COH 


' - 


H,N.CH.COH 


dann 8 | 


| = C,,H,,N,0O,-+2H,O, _ ferner 
CH, .COH 
6 C,,H,,N,O, + H,S + 6 H, =C,,H,,,N,,S0,, + 2 H,0. 
Einfachster Ausdruck 
fiir Eiwei8 

Das Gemeinsame an beiden Vorgiingen ist die Oxydation 
des Methylalkohols zu CH,O. 

Sie muB angenommen werden; sonst ist die Verwendung 
nicht denkbar. 

Der experimentelle Beweis dafiir ist nicht erbracht. 

Er wird auch kaum zu erbringen sein, ebensowenig als der 
einer intermediaren CH, O-Bildung bei der Kohlensaureassimilation. 

Im iibrigen gehért die Oxydation von CH,.OH zu CH,O 
durchaus nicht zu den einer Zelle unméglichen Leistungen. 

Werden doch die Molekiile des Athylalkohols im Kérper 
hoherer Tiere zu Kohlenséure und Wasser verbrannt. 

Insbesondere diirfte das bei Pilzen, namentlich Bakterien, 





nicht wundernehmen, die ja gréBere chemische Leistungen, Oxy- 

dationen und Reduktionen, auch sonst zu vollbringen vermégen. 

Nur wenn die Schwierigkeiten der CH,O-Bildung allzu 

groB sind, unterbleibt die Oxydation. CH, .OH bietet in dieser 
Hinsicht keine groBen Schwierigkeiten. 
¥ H,C — OH 

Auch Athylenglykol | ist noch Nahrstoff fiir 
H,C — OH 

niedere Organismen, dagegen nicht mehr das Pinakon, das 

(CH,),C — OH 
als Tetramethylglykol aufzufassen ist: 
(CH,),C —-OH 


9" 
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Nach O. Loew (Beitrag zur Kenntnis der chemischen 
Fahigkeiten von Bakterien, Centralbl. f. Bakt. 12, 1892, Nr. 11/12) 
bringen 0,5°/,ige Lésungen von Pinakon (-+- 0,05 PO,K,H -+- 0,05 
PO, (NH,),H +- 0,01 MgSO,) keine Bakterienvegetation hervor’), 
wihrend bei Athylenglykol bald Bakterientriibung eintrat. 

Offenbar ist das Pinakon (Tetramethylglykol) innerhalb 
der Zellen nicht in CHOH iiberzufiihren. 


Araucaria und Methylalkohol, 

Zwei ganz gleich aussehende gleichgroBe Araucaria-Topf- 
pflanzen von 3cm Hohe, die in groBen Topfen sich befanden, 
wurden zu dem Versuch ausgewahlt im Sommer 1912 (Juni). 

Sie wurden wihrend der Wachstumsperiode regelmaBig 
mit Nahrlésung begossen, aber nur so viel, daB keine zu starke 
Trockenheit eintrat. 

Die Nahrlosungen waren: 


a) Methylalkohol . . . 1,0°/, b) Calciumnitrat . . . 0,4°/, 
Calciumnitrat . . . 0,4°/, | Magnesiumsulfat. . 0,1°/, 
Magnesiumsulfat . . 0,1°/, Monokaliphosphat . 0,4°/, 
Monokaliphosphat . 0,4°/, BMccecs low + Boe 
i eae 


Die Pflanze a) sei Methylalkoholpflanze, die Pflanze b) 
Kontrollpflanze genannt. 

Beide befanden sich vollig in normalem, gesundem Zu- 
stande, als sie in Behandlung genommen wurden. 

Die Methylalkoholpflanze blieb schon im ersten Jahre im 
Wachstum etwas zuriick. 

Wahrend der Hauptstamm der Kontrollpflanze 10cm lang 
wurde, erreichte derHauptstamm der Methylalkoholpflanze nur 6 cm. 

Die am Gipfel angelegten Wirtelzweige waren bei der 
Kontrollpflanze nur 4, bei der Methylalkoholpflanze 6. 

Im zweiten Versuchsjahre wurde nur selten mit Methyl- 
alkohol begossen, da mir ein schadlicher EinfluB konstatiert schien. 

Das geringe Wachstum und die ungewohnlich starke Ver- 
zweigung waren deutliche Anzeichen einer Schadigung. 

Nun wuchs der Kontrollpflanzenhauptstamm um 7 cm, der 
der Methylalkoholpflanze um 5 cm. 

Die Verzweigung am Gipfel ergab bei letzterer Pflanze 
wieder 6 Wirtelzweige, bei ersterer 5. 


*) Trotz Infektion mit Fiaulnispilzen. 








Organische Ernahrung griiner Pflanzen. 339 


Die Schaidigung war also noch da. 

Die Seitenzweige des ersten Jahres waren nun bei der Kontroll- 
pflanze ebenfalls weit linger geworden als die der anderen Pflanze. 
Sie maBen bis 25cm Linge mit 10cm langen Fiederzweigen. 
Die erstjahrigen Seitenzweige der Methylalkoholpflanze waren bis 
15cm lang und hatten Fiederzweige von nur 5cm Lange. 

Und so ging es weiter. Auch im dritten Jahre zeigte der 
Methylalkoholbaum ein deutliches Zuriickbleiben, obwohl nun 
fast gar nicht mehr mit Methylalkohol begossen wurde. 

Auch die Blatter der Methylalkoholpflanze waren viel 
kiirzer. Sie erreichten eine Linge bis zu 0,6cm, die der Kon- 
trollpflanze bis zu 1,2 cm. 

Alle Teile der Methylalkoholpflanze schienen mir starrer 
zu sein als die der andern. 

Eine mikroskopische Untersuchung ergab allerdings keine 
pragnanten Unterschiede in der anatomischen Struktur. 

Jedenfalls ist festzuhalten, daB eine 1°/,ige Methylalkohol- 
lésung das Wachstum der Araucaria ungiinstig verandert. 

Es tritt eine Verzégerung des Wachstums, ein Kleinbleiben 
ein und, wie mir scheint, eine gedriingtere Gestalt. 

Man darf aber aus diesem einen Versuch mit Araucaria 
nicht schlieBen, daB der Methylalkohol fiir dieselbe tiberhaupt 
schadlich sei. 

Denn die Konzentration 1°), ist tatsichlich relativ so groB, 
da8 man an eine Schaidigung wohl gerne glauben mag. Es mu 
ja wundernehmen, da8B die Pflanze so lange ausgehalten hat. 

Mit 0,5 oder 0,2°/, Methylalkohol ware vielleicht gar keine 
schadliche Wirkung zustande gekommen. Leider hatte ich nicht 
mehr Pflanzen als zwei. 

Versuche mit Bohnen brachten eine weitere Bestatigung 
der Nahrfaihigkeit des Methylalkohols. 


Bohnen und3Methylalkohol. 


Keimlinge von Feuerbohne (Phaseolus multiflorus) wur- 
den mit Methylalkohol in verschiedener Konzentration genahrt 
(neben 0,1°/, Néahrsalz). 

Sie wurden als Wasserkulturen aufgezogen. 

Wahrend beim Kontrollversuch mit mineralischen Nahr- 
salzen allein binnen 14 Tagen ein nur 2cm langer und 3mm 
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dicker Stengel heranwuchs, hatte derselbe bei 0,5°,, Methyl- 
alkohol eine Linge von 5cm und Starke von 5mm; bei 1°, 
Methylalkohol eine Lange von 4cm und Starke von 5mm; bei 
2°), Methylalkohol eine Linge von 6cm und Starke von 4 nim. 

Die Blattentwicklung war bei 2°, am giinstigsten. 

Von den zwei sichtbaren Blattern war eines, das Altere, 
2cm lang und dunkelgriin, das andere nur ein wenig kleiner. 

Bei 1°), Methylalkohol waren die beiden sichtbaren Blatter 
erst 1em lang und hellgriin. 

Am Kontrollversuch waren sie noch etwas kleiner und nur 
gelblichgriin. 

Auch die Wurzelentwicklung zeigte sich bei 2°), Methyl- 
alkohol am starksten; die Hauptwurzel war 2'/,mm stark an 
der dicksten Stelle und 5cm lang, dicht hintereinander mit 
Seitenwurzeln von 0,2 bis 3cm Lange besetzt, etwa 20 im 
ganzen, so daB die Gesamtwurzellinge ca. 50cm betrug. 

Bei 1°/, CH,OH war das Wurzelsystem ahnlich, nur etwas 
schwacher. 

Beim Kontrollversuch war die Hauptwurzel (durch irgend- 
einen Zufall) verkiimmert, kaum 1cm lang, die Seitenwurzeln 
waren hdéchstens */, bis 1mm dick und hatten zusammen eine 
Gesamtlinge von 20cm. 

Nach weiteren 14 Tagen zeigte der Stengel der Pflanze 
mit 0,5° , Methylalkohol eine Linge von 20cm und Dicke von 
6mm an der starksten Stelle. 

Die Blatter waren gut entwickelt und hatten eine Linge 
von 3cm, zeigten dunkelgriine Farbe. 

Das Wurzelsystem war in dieser 0,5° ,igen CH,OH-Lésung 
obenfalls gut gediehen. 

Die Hauptwurzel war 10cm lang und sehr kraftig; meh- 
rere fast ebenso lange Seitenwurzeln waren da, an diesen wie- 
der weitere Auszweigungen. 

Die iibrigen Pflanzen dieser Versuchsreihe waren nicht 
weiter stehen gelassen worden, bis auf den Kontrollversuch, 
der an Entwicklung weit hinter den Methylalkohol- 
versuchen zuriickblieb. 


DaB somit der Methylalkohol die Feuerbohne bei 
2°), oder 1°), oder 0,5°), zu ernahren vermag, unterliegt 
wohl keinem Zweifel. 
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Noch groBere Verdiinnungen des Methylalkohols wurden nicht 
probiert, weil wohl kein erheblicherer Ausschlag zu erwarten stand. 

Ein Versuch wurde dann auch noch mit der Sojabohne 
angestellt. 

Zunachst wurden mehrere Sojabohnenkeimlinge in der Keim- 
schale aus Samen gezogen. 

Daraus waren einige gleiche und normal gewachsene Keim- 
linge ausgewahlt und als Wasserkulturen weitergezogen. 

Einer derselben wurde in Lésung: Methylalkohol 0,5° , + 
Mineralsalz 0,1°/, verbracht und darin dauernd (spiter unter 
Erneuerung) belassen. 

Nach 3 Wochen war der hypokotyle Stengel des Keim- 
lings kraftig entwickelt, 8cm lang; die Wurzel war stark ver- 
zweigt, aber kurz und etwas verpilzt. 

Nach weiteren 14 Tagen war das hypokotyle Stengelglied 
10cm lang, der obere Stengel (iiber den Keimblattern) 2'/, cm. 
An der Spitze desselben waren junge Blatter zu sehen. Das 
Wurzelsystem war etwas kurz, aber doch deutlich weiterentwickelt. 

Gurkenkeimling und Methylalkohol: 

In einer Lésung von 0,5°/, Methylalkohol +- 0,1°/, Mi- 
neralsalz war nach 2 Wochen der Keimling noch am Leben, 
aber nicht gewachsen; nach 3 Wochen war er abgestorben. 
0,5°/, ist also hier schidlich. 

Mohrenkeimling und Methylalkohol: 

Keimlinge, die 3 Wochen lang in 0,5°/, CH,.OH +-0,1°), 
Mineralsalzlosung verweilt hatten, zeigten dann eine verpilzte 
Wurzel; der Stengel war aber noch gesund, freilich nicht so 
lang und so kraftig wie bei einem gleichzeitig aufgestellten 
gleichgehaltenen Kontrollversuch; auch die Blattbildung war bei 
der Kontrollpflanze etwas weiter vorgeschritten. 

Kopfsalat und Methylalkohol: 

Versuch ebenso angestellt wie vorhin. 

Nach 3 Wochen war der eine der eingesetzten Keimlinge 
vollig abgestorben, der andere noch lebend, aber mit kiimmer- 
licher Entwicklung von Wurzel und Stengel; Wurzel verpilzt. 

Fichtenkeimlinge und Methyalkohol: 

Versuchsanstellung wie vorhin. 

Nach 6 Tagen zeigte sich der Keimiing in kraftiger Ent- 
wicklung, die Wurzel war 2cm lang, der hypokotyle Stengel 
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1cm, die Kotyledonen waren fast véllig aus der Samenschale 
herausgeschliipft. 

Bei einem Kontrollversuch (mit Mineralsalz, aber ohne 
Methylalkohol) waren die Keimblatter noch ganz in der Samen- 
schale enthalten, der Keimling (hypokotyler Stengel und Wurzel 
zusammen) kaum 1 cm lang. 

Nach weiteren 14 Tagen war bei der (stark weitergewachsenen) 
Methylalkoholpflanze der hypokotyle Stengel mit der Gipfel- 
knospe (den Keimblattern) 2'/,cm lang, die Wurzel 3cm; beim 
Kontrollversuch Stengel 1,2cm lang, die Wurzel 1'/, cm. 

Fichtenkeimlinge vertragen also 0,5°/, CH,OH nicht bloB, 
sondern ziehen daraus Vorteil. 

Im groBen und ganzen geht wohl aus den bereits be- 
schriebenen und noch folgenden Versuchen hervor, daB 0,2°/, 
Methylalkohol eine meistens passende unschidliche Konzentra- 
tion fiir Ernahrungsversuche mit Methylalkohol ist. 

0,5°/, ist oft schon zu stark. 

Ausnahmsweise wird aber noch 1°/, und sogar 2°, er- 
tragen und wirkt ernahrend. 


Roggen und Methylalkohol. 
Junge Roggenpflanzen, die in den Topf gesit waren, wur- 
den zum Versuche herangezogen. 
Sie wurden, so oft es anging, mit Nahrlésung begossen 
und zur geeigneten Zeit vor einem Siidostfenster untergebracht. 


Der Versuch begann am 13. Marz und endigte am 23. Juni. 


Nahrlésung fiir die Kontroll- Niahrlésung fiir die Methy]- 
pflanze alkoholpflanze 

Calciumnitrat . . 0,4°/, Methylalkohol . 0,2°/, 

Monokaliphosphat. 0,4°/, Monokaliphosphat. 0,4°/, 


Magnesiumsulfat . 0,1°/, Calciumnitrat . . 0,4°/, 
Mo. 6 ee Magnesiumsulfat . 0,1°/, 
MR sa Spur 


Mit diesen Lésungen wurden die Tépfe nach Bedarf gegossen, 
gerade so wie sonst mit gestandenem Wasser begossen wird. Der 
aufgegosseneMethylalkohol mag im ganzen etwa 20g betragen haben. 

Die Untersuchung der Pflanzen am 23. Juni ergab: 


Kontrollpflanze Methylalkoholpflanze 
Stengel und Blatter 11,2g Stengel und Blatter 14,5¢g 
Wee st eS oes wee Se. Ee 


Gesamtgewicht . . 15,8g Gesamtgewicht. . 240g 
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Somit haben wir auch hier eine vorteilhafte Wirkung des 
Methylalkohols zu konstatieren. 

Wie aus dem Gewicht ersichtlich, war die Wurzel der 
Methylalkoholpfianze verhaltnismaBig viel starker entwickelt als 
die der Kontrollpflanze. 

Auch schon beim Herausnehmen der Pflanzen aus dem 
Topf fiel mir dies auf. 

Es ist auch nicht wahrscheinlich, daB der Unterschied auf 
einer individuellen oder sonstigen Zufalligkeit beruht. 

Wie ich schon 6fter bemerkte, zeigt sich der Erfolg einer 
guten Ernahrung bei Getreidepflanzen zunichst meistens in der 
starken Wurzelentwicklung. 

So diirfte auch hier der Uberschu8 von Nahrung, richtiger 
des daraus entstandenen Pflanzenbaustoffes, zunichst zur Ver- 
groBerung der Wurzel verwendet worden sein. 

Ein Teil der Wurzel des Methylalkoholversuches hatte sich 
wie ein Netz um die Oberfliche des Topfballens gewunden und 
war so dicht und fein verzweigt, daB ich beim Herausnehmen 
des Ballens zunichst glaubte, es sei durch Versehen ein Stiick 
Watte oder Papier zwischen Wandung und Erde gelangt. 

Vielleicht hat zum Teil auch das gréBere Luftbediirfnis 
der Methylalkoholpflanze zur staérkeren Wurzelentwicklung, bis 
die Ballenoberflache und damit der pordése Scherben sowie das 
Loch im Boden des Scherbens erreicht war, gefiihrt. 

Dennesist ja wohl zweifellosanzunehmen,daf eineVerwendung 
des Methylalkohols zur Ernahrung Sauerstoffverbrauch bedeutet. 

Betrachten wir uns die Formeln der zunachst in Betracht 
kommenden Substanzen: 

Methylalkohol. . . . . CH,.OH oder CH,O 
Suchet. 2 ww we ws QM 
Cellulose (oder Starke) . C,H,,0, 

Damit aus Methylalkohol Zucker und Cellulose oder Starke 
oder ein anderes Kohlenhydrat wird, mu8 ein Teil des Wasser- 
stoffes aus dem Molekiil CH,OH entfernt werden, namlich 
2 Wasserstoffatome pro 1 Kohlenstoffatom. 

Das geschieht auf dem Wege der Oxydation. 

Auch wenn der Methyalkohol teilweise innerhalb der Zellen 
zur Verbrennung gelangt, mu8 Sauerstoff her, sonst gelingt ja 
die Verbrennung nicht. 
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Kinstliche Glycerinernihrung. 
Versuche mit Brassica oleracea (Var. Wirsing) und 


Glycerin. 
Die Versuche wurden ganz dhnlich angestellt wie beim 
Methylalkohol. 

Die zum BegieBen verwendeten Lésungen waren folgende: 
Kontrollpflanze Glycerinpflanze 
Calciumnitrat . . 0,40°/, Glycerin . . . 0,25°/, 
Monokaliphosphat 0,40°/, Calciumnitrat . . 0,40°/, 
Magnesiumsulfat . 0,15°/, Monokaliphosphat 0,40°/, 
Kisen ... . . Spur Magnesiumsulfat . 0,15°/, 

Eisen ... . . Spur 


Damit wurde 3 Monate lang gegossen. 

In der glycerinhaltigen Nahrlésung, d.h. in den in der 
Spritzflasche zuriickbleibenden Resten derselben zeigten sich 
immer bald Pilzhaéute. Also mu8 man auch mit dem Auftreten 
von Glycerin verzehrenden Pilzen im Boden rechnen. 

Das Glycerin wird zum Teil schon im Boden in Beschlag 
genommen werden, bevor es in die Pflanze eindringt. 

Wir kénnen also nicht mit dem Verbrauch des ganzen 
zugefiihrten Glycerins zur Kohlernahrung rechnen. 

Das ist auch nicht nétig. 

Die zugefiihrte Menge Glycerin war iiberschiissig. Sie be- 
trug binnen 3 Monaten bei einer einzigen Kohlpflanze ca. 50 g. 

Da das Glycerin fiir die meisten Mikroorganismen, nament- 
lich auch fiir Bakterien, eine vortreffliche C-Nahrung ist, so 
darf man wohl annehmen, daB viel von diesem Stoff schon 
durch die Bodenorganismen verbraucht wurde. 

Der in die Wirsingpflanze selbst eingedrungene Teil mag 
dort zum Teil zur Ernahrung gedient haben, zum Teil der Ver- 
brennung anheimgefallen sein. 

Befund der Glycerin-Wirsingpflanze am 11. Juni: 

Hohe der Pflanze 30 cm. 

Hohe des Stengels bis zum ersten griinen Blatt (einige 
Blatter waren vergilbt und abgefallen) 8 cm. 

GréBte Dicke des Stengels (oben) 1°/, cm. 

GréBtes Blatt 22 cm lang, an der breitesten Stelle der 
Spreiten 14 cm breit. 

Zahl der griinen Blatter — mit dem jiingsten eben noch 
sichtbaren — 15. 
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Die auBeren 8 Blatter ziemlich glatt. 

Dann allmahlich zunehmende Krauselung. 

Das innerste ziemlich stark gekriuselt, aber nicht so wie 
bei der Methylalpflanze und noch weit weniger als bei der 
Methylalkoholpflanze. 

Blatter mit einem abwischbaren Reif. 

Schon der oberflachliche Vergleich mit der Kontrollpflanze 
ergab, daB letztere bei weitem nicht so gut entwickelt war. 

Insbesondere machten die Blatter einen weit besseren Ein- 
druck. Sie waren fleischiger. 

Um Genaueres zu erfahren, hob ich die Pflanze sorgfaltig mit 
einem groBen Erdballen aus, wusch die Erde nach langerem Auf- 
weichen weg und zerlegte die Pflanze in Wurzel, Stamm und Blatt. 

Es ergab sich nach dem Abtrocknen mit Filtrierpapier 
folgendes Resultat: 

Frischgewicht der ganzen Pflanze. . 138,1 g. 
Blattgewicht . ....... « « 106,54, 
Stengelgewicht. ......... 211g, 
Wuentigowiont:, 2 0-2 0 6 ws oe 10,56. 

Die Wurzel machte 7,6°/, des ganzen, der Stengel 15,3°/,, 
die Blatter 77,1°/, des Gesamtgewichtes aus. 

Die Kontrollpflanze wog nach dem Versuch 74,4 g (siehe 
nachher). 

Also war ein Unterschied von 138,1— 74,4 = 63,7 g zu- 
gunsten der Glycerinpflanze zu konstatieren. 

Befund der Kontrollpflanze (Anfangsgewicht ca. 2 g) 
nach 3 Monaten: 

Sie wurde mit ausschlieBlich mineralischer Nahrlosung 


begossen: 
Calciumnitrat . . . 0,40°/,, 


Monokaliphosphat , . 0,40°/,, 
Magnesiumsulfat . . 0,15°/), 
6k aete Cm 
Nach 3 Monaten zeigte sich ein augenfalliger Unterschied 
gegeniiber der Glycerinpflanze. 
Die Kontrollpflanze war in allen Teilen viel weniger entwickelt, 
Die Gewichtsbestimmung ergab: 
Gesamtgewicht der Pflanze . , 74,4¢. 
Gewicht der Wurzel. . . .. 13,6, 
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Gewicht des Stengels .... 7,9, 
Gewicht der Blatter. . . ,. . 52,9¢. 

Das Gesamtgewicht war also um 63,7 g geringer als bei 
der Glycerinpflanze. Letztere war nahezu doppelt so schwer. 
Der ernahrende EinfluB des Glycerins ist ersichtlich. 

DaB griine Pflanzen mit Glycerin ernihrt werden kénnen, 
ist nicht mehr neu, wenn auch bei den meisten Untersuchungen 
hieriiber die Gewichtsangaben fehlen. 

Verfasser hat bei Spirogyren die Starkebildung aus Gly- 
cerin im Lichte nach KohlensdureausschluB nachgewiesen (Pfl. 
Arch. f. d. ges. Physiol. 125, 475). 

Quantitative Versuche mit Glycerin und Spirogyren hat 
Verf. im Arch. f. d. ges. Physiol. 89, 467 verdffentlicht. 

Es wurde eine Losung hergestellt, die 5 Tropfen reines 
Glycerin auf 250 ccm Wasser enthielt und auBerdem 0,05°/, 
Monokaliphosphat und 0,05°/, Chlorkalium. 

Die Lésung wurde mit 10 g Spirogyra nitida versetzt und 
24 Stunden stehen gelassen. 

Hierauf wurde mit Permanganat titriert, d.h. an einem 
kleinen Teil der Fliissigkeit der Reduktionswert festgestellt. 

Die Algen gediehen sehr gut in der Lésung und hauften 
Starke in den Chlorophyllbindern an. 

Nach 10 Tagen wurde das Reduktionsvermégen der Nahr- 
fliissigkeit gegen Kaliumpermanganat abermals festgestellt; es 
hatte bedeutend abgenommen, namlich um 66,2°/). 

Die Algen hatten also ungefahr zwei Drittel des Glycerins, 
etwa 0,16 g (wenn 5 Tropfen Glycerin = 0,25 g gerechnet werden) 
binnen 10 Tagen verbraucht. 

Bei einem zweiten ahnlichen Versuch ging der Gehalt an redu- 
zierender Substanz (Glycerin) binnen 5 Tagen um 25,4°/, zuriick. 

Ohne Algen (im Kontrollversuch) fand eine Abnahme der 
organischen Substanz nicht statt. 

Die Rechnung ergab, daB 10 Spirogyra nitida (feucht ge- 
wogen') in ersterem Falle binnen 10 Tagen 168 mg Glycerin, 
in letzterem binnen 5 Tagen 66,4 mg desselben verbrauchten. 

Auch Trockensubstanzvermehrung konnte an den Algen 
festgestellt werden. 


1) Etwa 1 g Tr. S.-entsprechend. 
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Die betreffenden Versuche mégen in der zitierten Abhand- 
lung nachgesehen werden. 

Erwahnenswert diirfte noch sein, daB der Sauerstoffzutritt 
zur Assimilation des Glycerins durch Spiregyren nicht unbe- 
dingt n6tig ist; sie setzen auch in einer Wasserstoffatmosphare 
Starke an, freilich erst nach langerer Zeit als sonst (nicht nach 
6 Stunden, wohl aber nach 3 Tagen). Siehe Verf. im Arch. f. 
d. ges. Physiol. 125, 480, und Th. B. und Cremer’), Chem.- 
Zeitg. 1896, Nr. 101. 


Methylalernahrung. 


Versuche mit Brassica oleracea (Var. Wirsing) und 
Methylal. 

Von derselben Partie Wirsingpflanzen, die fiir die Methyl- 
alkoholversuche aus einer Gartnerei bezogen worden waren, 
wurden zwei mdglichst gleiche ausgesucht. 

Sie hatten ein Gewicht von je 2 g und eine Lange von 10 cm. 

Kraftiges Aussehen und Gesundheit der Organe waren bei 
beiden in gleicher Weise vorhanden. 

Die Pflanzen wurden in je ein Holzkistchen gesetzt, das 
mit 10 kg Gartenerde gefiillt war. 

Die regelmaBige BegieBung, die mit Nahrlésung, so oft 
Trockenheit der Erde eintrat, geschah, wurde, um sicherzu- 
gehen, hier wie auch in den anderen beschriebenen Fiillen 
durch den Verfasser selbst besorgt. 

Die Nahrlésungen fiir die beiden Versuchspflanzen hatten 
folgende Zusammensetzung (sie wurden jedesmal frisch bereitet): 


Nahrlésung fiir den Methylal- Nihrlésung fiir den Kontroll- 
versuch versuch 


Methylal . . . 0,20°, Monokaliphosphat 0,03°), 
Monokaliphosphat 0,03°/, Calciumnitrat . . 0,05°/, 
Calciumnitrat . . 0,05°/, Magnesiumsulfat . 0,02°/, 
Magnesiumsulfat . 0,02°/, Eisensalz. . . . Spur 
Eisensalz. . . . Spur 

Befund der Methylal-Wirsingpflanze am 11. Juni 

(nach 3 Monaten): 
Hohe der Pflanze 30 cm (vom Boden an). 


1) Cremer und Verf. fanden, da8 in einer Wasserstoffatmosphiare 
von Glycerinalgen binnen 6 Stunden keine Starke angesetzt wurde. 
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Hohe des Stengels 7’), cm (bis zum ersten Blatt, ein paar 
Blatter waren abgefallen). 

Zahl der vorhandenen griinen Blatter bis zum jingsten 
oben noch sichtbaren 11. 

Jiingstes Blatt sehr stark gekriuselt; desgleichen auch die 
drei vorhergehenden. 

Das fiinfte Blatt, vom jiingsten an gerechnet, war mabig 
gekrauselt, die iibrigen wenig, die drei untersten fast glatt. 

Samtliche Blatter mit einem abwischbaren Reif versehen. 

GroBtes Blatt (das fiinfte von unten) 23 cm lang (inkl. Stiel), 
14cm an der breitesten Stelle der Blattspreite breit. 

Stengel an der dicksten Stelle (oben) 1'/, em dick. 

Schon ein oberflachlicher Vergleich mit der gleichzeitig auf- 
gestellten und neben der Methylalpflanze 3 Monate vor dem 
Siidostfenster gestandenen Kontrollpflanze lehrte, da erstere 
betrachtlich besser entwickelt war. 

Die Gewichtsbestimmung brachte eine quantitative Be- 
statigung dessen. Die Pflanze wurde hierzu sorgfaltig mit einem 
groBen Erdballen herausgenommen und behutsam in Wasser von 
der anhaingenden Erde befreit, dann das Wasser mit Filtrier- 
papier weggesaugt. 

Frischgewicht der ganzen Pflanze . . 125,8 g. 


SE Sr Oe we EOS, 
NN sss i we oe ee ER, 
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Somit war das Gewicht der Methylalpflanze um mehr als 
die Halfte groéBer als das der Kontrollpflanze (siehe nachher). 

Die EiweiBbestimmung ergab 0,41°/, EiweiB in den Blattern. 

Im Stengel war weniger EiweiB. 

Eine unbestimmbar kleine Menge in der Wurzel. 

Befund der Kontrollpflanze am 12. Juni (nach 3 Mo- 
naten): 

Hohe der Pflanze vom Boden an 29 cm. 

Lange des gréBten Blattes 15,5 cm. 

Breite des groBten Blattes 9,2 cm. 

Stengel an seiner dicksten Stelle (oben) 0,9 cm dick. 

Krauselung war an den Alteren Blattern nicht zu erkennen 
(es waren 6). Die jiingeren wiesen eine maBige Krauselung auf, 
sogar die jiingsten Blatter waren nicht stark gekrauselt. 
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Bis zum ersten (stehenden) Blatt (mehrere waren schon ab- 
gefallen) maB der Stengel 15 cm. 

Die Gewichtsbestimmung von Wurzel, Stengel und Blatt 
ergab folgende Frischgewichte (an der Wurzel waren die Erd- 
teilchen unter langerem Aufweichen sorgfaltig entfernt worden): 


Gesamtgewicht der Pflanze . . 73,8 g. 
Gewicht der Wurzel . . . . . 13,2 g, 
Gewicht des Stengels .... 7,9, 
Gewicht der Blatter. . . . . 52,7. 


Das Gesamtgewicht der Kontrollpflanze war also viel ge- 
ringer als das der Methylal-Wirsingpfianze. 

Das Wurzelgewicht war verhaltnismaBig groB. 

Wir haben also hier dieselbe Erscheinung wie bei dem 
Methylalkoholversuch. 

Offenbar ist auch hier infolge der reichlichen organischen 
Ernahrung mit Methylal die Wurzelentwicklung zuriickgeblieben. 

Die Bestimmung des EiweiSgehaltes in den Blattern er- 
gab 0,34 g. Das macht etwas weniger als in der Methylal- 
pflanze. Dabei war die Methode und die Zeit ganz dieselbe 
wie bei der EiweiSbestimmung in jener. 

Uberblicken wir den Befund bei dem Methylalversuch, so ist 
eine Ernéhrung des Wirsings durch Methylalzufuhr nicht zu ver- 
kennen. 

Es ist gewiB nicht zufillig, daB die Methylalpflanze das 
Frischgewicht 125,8 g, die Kontrollpflanze nur 73,8 g besaB, 
also 42,0 g weniger. 

Es muB also eine Verwendung zur Bildung der Pflanzen- 
substanz stattgefunden haben. 

Die im Lauf der 3 Monate zugefiihrte Methylalmenge be- 
trug freilich mehr als zur Bildung dieser 42 g Pflanzenfrisch- 
gewicht notig war. 

Die 42 g Pflanzengewicht entsprechen ca. 4g Trockensubstanz. 

Nehmen wir an, dieselbe sei lediglich Cellulose, das ist die 
in Pflanzen am meisten vertretene organisehe Substanz, so wiir- 
den zur Bildung derselben folgende Mengen Methylal nétig sein: 

9 CH,0 , 
CH,0/7 


152 162 


CH, -++- 20, = C,H 


O, + 3H,0. 


10~5 
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Zu 162 Teilen Cellulose wiirden also 152 Teile Methylal 
verbraucht werden, folglich zu 4 g Cellulose 3,8 g Methylal. 
Das ist etwa der zehnte Teil des Methylals, das wirklich 
zugefiihrt wurde. 
) Was geschah mit dem anderen Methylal? 
y Ich bemerkte keinen Methylalgeruch an der Topferde, als 
ib ich die Methylalpflanze nach 3 Monaten herausnahm. 

Also mu8 das Methylal verbraucht worden sein. 

In der Pflanze selbst konnte es natiirlich nicht als solches 
stecken. Die Pflanze wire bei solchen Methylalmengen langst 
abgestorben. 

‘ Im Boden konnte es vielleicht durch Mikroorganismen teil- 
. weise beschlagnahmt und verbraucht werden (zur Ernahrung, 
zur Atmung)? 
Soweit dann das Methylal noch iiberschiissig in die Versuchs- 
pflanze gelangte, muBte es unbedingt verbraucht worden sein. 
Es bleibt keine andere Annahme iibrig, als daB dieses Methylal, 
das nicht zur Ernahrung diente, veratmet worden sei. 
Wir miissen uns dazu wohl denken, daB zuerst eine Spal- 
tung in Formaldehyd und Methylalkohol erfolgte, die beide 
dann zu Kohlensaure verbrannt wurden. 


eS OS See Seer: eee em » 


Erbsen und Methylal, 
Junge Erbsenpflanzen in Tépfen von gleicher GréBe und 
Kriaftigkeit wurden ausgesucht und mit Nahrlésung in den 
Topfen weitergezogen. 








Nahrlésung fiir die Kontroll- Nahrlésung fiir die Methylal- 

pflanze pflanze 
it Calciumnitrat . . 0,04°), Calciumnitrat . . 0,4°/, 
le Monokaliphosphat 0,30,/, Monokaliphosphat. 0,3°/, 
Magnesiumsulfat . 0,10°/, Magnesiumsulfat . 0,1°/, 
‘ Bien . .... Spar Methylal . . . . 0,2%/, 
t rr | 


i Die BegieBung wurde so oft als Austrocknung der Topf- 
erde erfolgte, vorgenommen. 

Beginn 13. Marz, Ende 24. Juni. 

Als die Witterung warm genug war, wurden die Topf- 
pflanzen vor ein Siidostfenster im zweiten Stock gestellt. 

Die Untersuchung der beiden Pflanzen am 24. Juni ergab: 
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Kontrollpflanze Methylalpflanze 
Blatter und Stengel 10,12 g Blatter und Stengel 8,58 g 
wees 6 we Be Wurzel. . ... 082g 
Gesamtgewicht. . 11,43 g Gesamtgewicht . . 940g 


Hier ist also ein Ausschlag im negativen Sinne eingetreten. 

Die Methylalpflanze war geschadigt, sah auch danach aus. 

Methylal in der Verdiinnung 0,2°/, wirkt also schidlich 
auf die Erbsenpflanze ein. 

Man miiBte groBere Verdiinnungen anwenden, um zu einem 
positiven Ernahrungserfolg zu gelangen. 

An Algen hat Verf. friiher in Gemeinschaft mit O. Loew 
Methylalernahrungsversuche angestellt (Chem. physiol. Studien 
iiber Algen, Zeitschr. f. pr. Chem. 36, 1887). 

Sie fielen negativ aus. Niemals war Stiarkebildung nach- 
zuweisen. 

Der Grund war darin gelegen, da sie im Dunkeln an- 
gestellt wurden. 

Ein ernahrender Einflu8 des Methylals (unter geringem Zusatz 
von Nitraten, Hexamethylenamin usw.) war freilich zu erkennen, 
indem die Methyalalgen besser gediehen als die Kontrollalgen. 

Verf. hat spater ahnliche Versuche (Habilitationsschr., Er- 
langen 1888, Studien und Experimente iiber den chemischen 
Vorgang der Assimilation an Algen angestellt, diesmal unter 
Lichtzutritt und KohlensaiureausschluB. 

Sie fielen positiv aus, Stairkeansatz erfolgte. 

Es scheint somit das Licht hier eine wesentliche Rolle zu spielen. 

Entweder ist es zur Spaltung des Methylals in Methyl- 
alkohol und Formaldehyd nétig oder doch sehr férderlich. 

Oder es findet die Stairkebildung aus diesen Stoffen ohne 
Lichtzutritt nicht leicht statt. 

Die Versuche mit Methylal wurden vom Verf. damals 
angestellt, um zu beweisen, daB der Formaldehyd in Stirke 
iibergehen kann, was wiedérum eine Stiitze fiir die bekannte 
Bayersche Assimilationshypothese sein sollte. 

Das Methylal zerfallt verhiltnismaBig leicht, z. B. bei 
Schwefelsiureeinwirkung sofort in Formaldehyd und Methyl- 
alkohol nach folgender Gleichung: 

OCH, 
‘NOCH, 


Biochemische Zeitschrift Band 71. 93 


H,Cx + H,O = H,CO + 2CH,.0H. 
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Die Verdiinnung, in der das Methylal bei Algen ohne 
Schaden gebraucht werden kann, wurde durch eine besondere 
Versuchsreihe festgestellt. 

Es zeigte sich, da8 Methylal fiir Spirogyren in der Ver- 
diinnung 0,1°/, unschiadlich ist, ja dieselben fordert. 

Spirogyren blieben bei 0,1°/, Methylalernihrung 3 Wochen 
lang im Dunkeln am Leben, wahrend die Kontrollalgen abstarben. 


Roggen und Methylal. 
Je eine im Topf bis zu 5cm Hohe gezogene Roggen- 
pflanze wurde vom 16. Marz ab mit Nahrlésung begossen. 
Beide Pflanzen waren von Anfang an gleich. _ 
Die eine davon wurde mit gewodhnlicher mineralischer 
Nahrlésung, die andere mit methylalhaltiger Lésung begossen. 
Erstere war die Kontrollpflanze, letztere die Methylalpflanze. 


Nahrlésung fiir die Kontroll- Nahrlésung fiir die Methylal- 
pflanze pflanze 
Caleciumnitrat . . 0,04°/, Methylal . . . 0,20°/, 


Monokaliphosphat 0,04°/, Calciumnitrat . . 0,04°/, 
Magnesiumsulfat . 0,02°/, Monokaliphosphat 0,04°/, 
Mee... iw es Oe Magnesiumsulfat . 0,02° , 
Eisen . ... . Spur 
Mit diesen Lésungen wurden die Pflanzen dauernd, jeden 
Tag, wenn es notig war zu gieBen, begossen; sie standen vor 
einem Siidostfenster des zweiten Stockes in gutem Licht. 
Die Lésungen wurden jedesmal eigens gemischt. Denn 
die fertige Lésung nimmt zu groBen Raum ein. q 
Nach 3 Monaten waren beide Pflanzen bereits verbliiht, 
beide in guter Entwicklung. 
Die Gewichtbestimmung ergab nun: 

Kontrollpflanze Methylalpflanze 
ee | TC We. «2 os SB 
Oberirdischer Teil 10,5 g Oberirdischer Teil 13,5 g 
Gesamtgew. . . . 13,3 ¢ Gesamtgew. . . . 16,6 ¢ 

Wenn auch der Unterschied zwischen beiden nicht sehr 
groB war, so ist ein solcher doch deutlich da, so daB man 
wohl von einem Nahrerfolg des Methylals sprechen kann. 

Jedenfalls ist auch hier wiederum nachgewiesen, daB das 
Methylal von griinen Pflanzen ohne Schaden ertragen wird, 
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was um so auffalliger ist, als dieser Stoff, der leicht in Form- 
aldehyd und Methylalkohol zerfailt, nicht bloB® fiir Tiere, son- 
dern auch fiir Pilze giftig ist. 

Ich hatte fiir die jedesmalige Herstellung von BegieBungslésung 
bei den Methylal-, Methylalkohol- und Glycerin-Versuchen, ferner 
beim Kontrollversuch je eine eigene Spritzflasche in Beniitzung. 

Da zeigte sich nun bald bei der Methylalkohol- wie auch 
bei der Glycerinflasche ein betrachtlicher Pilzbelag, wahrend 
die Methylalflasche davon frei war. Die Kontrollflasche wies 
mehr Algen- als Pilzansatz auf. 


Sommerweizen und Methylal. 

Zwei Pflanzen wurden in ganz ahnlicher Weise wie vor- 
hin als Kontroll- und Methylalpflanze gezogen. 

Beide Pflanzen gediehen gut. 

Nach 3 Monaten wurden die Versuchspflanzen aus dem 
Topf genommen, untersucht und nach sorgfaltiger Abwaschung 
der Erde gewogen. 

Kontrollpflanze Methylalpflanze 
WO cae. Sg Wursel. .... 658 


Oberirdische Teile 12,2 g Oberirdische Teile 17,5 g 
Gesamtgewicht 17,0 g Gesamtgewicht 24,0 g 
Auch hier ist also wiederum zu erkennen, daB das Methylal 
einen vorteilhaften Einflu8 ausiibt; das Frischgew icht der Methylal- 
pflanze war um ein Drittel héher wie das der Kontrollpflanze. 
3 Monate langes BegieBen mit jener Methylallésung hatte 
die Pflanze nicht geschidigt, sondern geférdert. 


Methylal und Pilze. 


Da die Bodenbakterien bei Topfversuchen immer in Be- 
tracht kommen, so stellte ich einige Versuche iiber die Grenze, 
bei der Bakterien in Methylallésungen noch aufkommen, an. 
Die Lésungen wurden in bedeckten Reagensglisern aufgestellt. 

a) 1°/, Pepton + 0,1°/, Methylal + 0,1°/, mineralische 

Nihrsalzlésung (0,4°/, Calciumnitrat + 0,2°, Magne- 
siumsulfat -- 0,4°/, Monokaliphosphat). 

Nach 2 Tagen schon etwas Faulnisgeruch. 

Nach 4 Tagen in den oberen 2 cm der 12 cm hohen 


Fliissigkeitssiule Bakterientriibung. 
23° 
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b) Ebenso aber 0,2°/, Methylal. 
Nach 2 Tagen schon etwas Faulnisgeruch. 
Nach 4 Tagen in den oberen 1,5 cm der Fliissig- 
keit Bakterientriibung. 

ce) Ebenso aber 0,5°/, Methylal. 

Nach 2 Tagen etwas Fiulnisgeruch. 
Nach 4 Tagen oben Bakterien. 

d) Ebenso aber 1°), Methylal. 

Nach 2 Tagen ganz schwacher Fiulnisgeruch. 
Nach 4 Tagen oben, 1 cm hoch, Bakterientriibung. 

Somit war iiberall, sogar bei 1°/, Methylal, Faulnis ein- 
getreten. 

Zu allen Versuchen war gewdhnliches nicht gekochtes 
Wasserleitungswasser genommen worden. 

Es ist zu verwundern, daf sogar bei 1°/, Methylal noch 
Bakterien wuchsen, sie schienen mit dem Wasserleitungswasser 
hereingekommen oder aus der Luft angeflogen oder den Ge- 
faBen angehangt zu sein. 

Der zugesetzte Nahrstoff war nun allerdings der denkbar beste, 
er war auch sehr reichlich vorhanden; 1°), Pepton diirfte sogar 
den anspruchsvollsten Bakterien als C- und N-Quelle geniigen. 

Das Methylal selbst mag hierbei wohl gar nicht ange- 
griffen worden sein, nachdem eine anderweitige organische 
Nahrung von erster Qualitét zur Verfiigung stand. 

Ich glaube nicht, aus obigen Versuchen den SchluB ziehen 
zu miissen, daB das Methylal Bakterien ernahrt, da ja die 
gleichzeitige Peptonnahrung alles Bakterienwachstum erklart. 

Ubrigens scheinen die anaeroben Bakterien durch Methylal 
am Wachstum verhindert zu sein. 

Denn in der Tiefe wuchsen trotz Peptonanwesenheit keine 
Bakterien, auch nicht binnen 8 Tagen. 

Vielleicht erfolgte durch die Bakterientatigkeit eine Al- 
dehydbildung aus Methylal, wodurch die Anaeroben mehr ge- 
hindert wurden als die gewdhnlichen Bakterien. 

Aldehyde sind nach Kitasato und Wey] fiir Anaeroben 
scharfe Gifte (Z. Hyg. 8, 41). 

Auch die anfanglich, binnen 4 Tagen, gewachsene Bak- 
terienvegetation machte dann trotz der ausgezeichneten Pepton- 
nahrung keine weiteren Fortschritte, es blieb bei der 2—4 cm 
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Tabellarische Ubersicht 


der oben beschriebenen Versuchsergebnisse. 





Name der 


Versuchspflanze 


Kohl p flanze 
(Wirsing) als 2 g 
schwere Keim- 
pflanze im Topf 
eingesetzt und 
mit 0,2°/,iger 
Methylalko- 
hol-Lésung, der 
auch 0,1°/, Nahr- 
salz beigemischt 
war, regelmaBig 
begossen. Der 
Topf faBte zirka 
10 kg Erde. 
Neben der Me- 
thylalkohol- 
ernihrung ging 
die Kohlensiaure- 
assimilation vor 
sich, da die Pflan- 
ze in freier Luft 
vor einem Siid- 
ostfenster stand. 


Roggen u. Me- 
thylalkohol 
0,2°%% (+ 0,1, 
Nahrsalz). Topf- 
pflanzen aus Sa- 
men gezogen, die 
selbst von Me- 
thylalkohol- 
Roggenpflanzen 
im Jahre zuvor 
hervorgebracht 
worden waren. 


3 Monate, Zirka 50g.| Gesamt 


Dauer 
des 
Versuches. 


war zu 
dieser Zeit 
noch nicht 
ausge- 
wachsen, 
aber in | 
guter Ent- 
wicklung 


und 

10 Tage. | 
Die Rog- 
genpflan- 
ze hatte 
_ bereits 

Ahren ge- 
bildet und 
nach dem 
Verbliihen 
Friichte 
angesetzt. | 
Aussehen 
viel kraf- 
tiger als 
das der 
Kontroll- | 
pflanze. 








also 


Gesamt- 


gewicht 


| des auf- 


gegosse- 
nen 
Methyl- 


alkohole | 


diePflanze Erde ohne 164,5 g | 


Methyl- 
alkohol- 


geruch. 


3 MonatelZirke 20 g.| |Gesa mt | 
‘Die Erde) 


wies 


keinen Ge-| 
ruch noch! 


Methy]- 
alkohol 


auf, er war 
ver- 


braucht 
worden. 


Gewicht 
der 
Pflanze 
am 
Schlusse 


Gewicht 
der 
Kontroll- 
pflanze 


Bemerkungen 


| 
Ohne Die Nahrlésung 
Methyl- enthielt 
Wurz. 9,8 alkohol er-| Methylalkohol 
Steng. 22,5) reichte _eine| 0,2° 
Blatt. |gleiche Pflan- | Nihrsalz 
132.2 | ze binnen 0,1° 
sihenabenaetl also eine sur Er- 
idasGesamt-| nabhrung der 
| gewicht |Pflanze mehr als 
| 74,5 g | ausreichende 
WwW urzel 13,5|Menge. Die Kon- 
Stengel 8,0/zentration 0,2°/, 
Blatter 53,0)wirkte durchaus 
nicht schiadlich 
(manche Bakte- 
irien wachsen so- 
igarind° ,iger Lé- 
| jsung des CH,OH 
| 
| 
| 


als einziger C- 
Quelle). 


| 
| 


Ohne Der _ jedenfalls 
24,0 g, | Methyl-  iiberschiissig zu- 
Wurzel alkohol er-|gefiihrte Methyl- 
9,5 g. ireichte eine alkohol muBte 
Stengel u.|_ gleiche _teils von Mikro- 
Blatter |Pflanze dasorganismen des 
14,5 g. | Gesamt- |Bodens verwen- 
| gewicht det, teils in der 
11,2 g. |Pflanze zur Ver- 
Wurzel 4,6, brennung gelangt 
Stengel und sein. 
|Blatter 11,2 g.| 
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Tabellarische Ubersicht (Fortsetzung). 












































Gesamt- | 
gewicht | Gewicht gees 
Name der Dauer | des auf- der — 
: des gegosse- | Pflanze . Bemerkungen 
Versuchspflanze |, ee ae Kontroll- 
ersuches flanze 
Methyl- | Schlusse P 
alkohols | 
Bohnen und | 28 Tage. | ‘Die Pflan-'Der Kontroll- Hier fiallt die 
Methyl- \ze mit 2°/, Versuch blieb|hohe Konzentra- 
alkohol. Methyl- lin der Ent- ‘tion auf, in der 
Feuerbohnen alkohol | wicklung CH, OH die beste 
wurden als Was- war nach) weit hinter Ernahrungs- 
serkulturen auf- 14 Tagen) den Methyl-|Wirkung zeigt. 
gezogen mit von allen /alkoholpflan- 
a) 2°%/,, b) 1%, am stark- zen zuriick. 
c)0,5°/, Methyl- sten ent-| 
alkohol. wickelt. 
Sojabohne als] 35 Tage. | | Entwick- | 
Wasserkultur mit | ‘lung sehr; 
05°, Methyl- | giinstig, 
alkohol(+0,1°/, | Pflanze 
Niahrsalz). | | kriiftiger | 
__als die | 
| Kontroll- 
pflanze. | 
Araucaria und] 3 Jahre. | | Die Me- Die Kontroll- 1°/, Methylalko- 
Methylalko- | thylalko- pflanze warjhol wirkt hier 
hol 1°/,(+0,1%/ ‘holpflanze nach 3 Jahren|offenbar wachs- 
Nahrsalz). blieb all-| wesentlich | tumshemmend. 
Die eine Topf- mihlich in groBer, dabei Ob geringere 
pflanze wurde mit der Ent- in allen Teilen Konzentrationen 
dieser Lésung be- wicklung schlanker als giinstiger wirken, 
gossen, die ande- zuriick, | die Methyl- wurde nicht aus- 
ren (Kontroll- die Triebe) alkohol- | __probiert. 
pflanze) nur mit ‘warenkiir-| pflanze. 
mineralischer zer und an- 
Nahrlosung. scheinend 
starrer. 
Spirogyren einige | Spirogyren-Lésung | B. Landw. 'B. und Hab.-Sch. 
und Methyl- Tage. |bilden in 0,1°/,iger|Vers. St. 1889 Erlangen 1888. 
alkohol. Lésung Starke (im 8. 29. | 
Licht) auch bei Koh- 
lensdureausschluB. 
Gurkenkeim- [3 Wochen. 0,5 °/5 Methylalkohol | 0, 5% Methyl 
linge u. Methyl- wirkt schidlich. alkohol diirfte 
alkohol. wohl bei vielen 
—_—— senses es neat Pflanzen eine 
Moéhrenkeim- |3 Wochen.| 0, 59), Methy lalkohol letwas zu starke 
linge u. CH,OH. wirkt schidlich. Konzentration 
bilden. 
Kopfsalat- {3 Wochen. 0,5°/, Methylalkohol 


keimlinge und 
CH,OH. 





| 
| 


| 
| 


wirkt schadlich. 
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Name der 
Versuchspflanze 


Gesamt- 

gewicht 

des auf- 

gegosse- 
nen 

Methyl- 

| alkohols 


Gewicht 
der 
Pflanze 
am 
Schlusse 


Gewicht 
der 
K ontroll- 
pflanze 


Dauer 
des 
Versuches 


Bemerkungen 














Fichtenkeim- 
linge u. CH,OH. 


Kohl (Wirsing) 
und Glycerin 
(0,25°/,), An- 
fangsgewicht der 
Pflanze 2 g. 
GroBer Topf. 


0,5°/, Methylalkohol wird nicht | Wie vorher. 
| bur ertragen, sondern wirkt vor- 


teilhaft. 


20 Tage. | 


3 Monate.| Gewicht |Gewichtd..Gewicht derDie  ausgiebige 
des aufge-- C,H,0,- Kontroll- Ernahrung’ der 
| gossenen | Pflanze pflanze am Kohlpflanze 
\Glycerins: am (Schlu8 74,4 g durch Gieenin 
ae 50 g.|Schlusse: Gesamt, jist wohl zweifel- 

|Gesamt davon los festgestellt. 
18,1 g. |Wurzel 
| Wurzel ‘Stengel 
| 10,5 g |Blatter 

Stengel | 

21,1 g 
| Blatter | 
106,5 g. | 


13,6 
7,9) 
52,9) 


} 
| 
} 





Spirogyren u. 
Glycerin 


Kohl (Wirsing) 
und Methylal 
(0,2°/,). Anfangs- 
gewicht der 
Pflanze zirka 2 g. 
GroBer Topf. 


Kohlen-'Verf. in Arch. f. 
id. ges. Physiol. 
125 u. 89. 





10 Tage. ‘Menge der 10g Algen Bei 

|Glycerin | ver- | saureaus- 

| Lésung: |brauchten schluB bilden, 

'250cemaq.| binnen | Spirogyren | 
dest. mit 10 Tagen|im Lichte aus, 

|5 Tropfen 0,168 g Glycerin | 

| konzen- Glycerin.| Starke. | 
triertem |10g Algen| Sauerstoff- | 

|Glycerin.| ver- | anwesenheit | 

brauchten|hierzu nicht 
binnen durchaus 

5 Tagen notig. 
0,0664 g | 

haceibtnas | 


5 Tage. 


| 





3 Monate. 


Gewicht Gewicht der Ernihrende Wir- 
der Me- | Kontroll- (kung des Methy- 
thylal- | pflanze am | lals ersichtlich. 
nen pflanze | SchluB: 
Methylals: am | Gesamt: 
zirka 40g. Schlusse:| 738g. | 
Gesamt Wurzel 13,2! 
Stengel 7,9 
‘Blatter 52,7 


Gewicht 
des auf- 
gegosse- 





| 125,8 g. 

| Wurzel 

| 15,2 ¢ 

| Stengel 

Bie 
Blatt | 











92.5 g. | 
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Tabellarische Ubersicht (Fortsetzung). 
| a ” ‘ 
| gewicht rewicht a 
Name der — Se auf- i — . . 
Versuchspflanze Vv “ = rope | Kontroll- | Toe 
ersuches . pflanze 
| Methyl- Schlusse 
| alkohols 
Erbsen und |100Tage.| Zirka Gewicht der Gewicht der Die Konzen- 
Methylal 20 g. Methylal- Kontroll- tration des 
(0,2 9/6). pflanze am pflanze am =“ Methy!iais 
Topfpflanzen- Schlusse SchluB: miBte bei 
Versuch. 9,40 g. 11,43 g. Versuchen 
Die Pflanze mit Erbsen- 
schien durch pflanzen ge- 
0,2°/, Methy- ringer als zu 
lal geschadigt 0,2° , genom- 
zu werden. men werden. 
Roggen und |3Monate. Zirka Gewicht derGewicht der Unterschied 
Methylal 20g. | Methylal- Kontroll- zwischen 
(0,2°/,). pflanze ampflanze am Methylal- u. 
Topfpflanzen- SchluB: SchluB: Kontroll- 
Versuch. Gesamt Gesamt  pflanze nicht 
16,6 g. 13,3 g. groB, aber 
| Wurzel 3,1 | Wurzel 2,8 doch deutlich 
Oberird. Oberird. (u. zugunsten 
Teil 13,5. Teil 10,5. (desMethylals, 
Sommer- 3Monate. Zirka Gewicht derGewicht der Methylal 
weizen und 20g. | Methylal-| Kontroll-| (0,2°,) 
Methylal pflanze ampflanze am) ernahrt die 
(0,2°/,). SchluB: SchluB: Weizen- 
Topfpflanzen- Gesamt | Gesamt pflanze. 
versuch. Hier wie 24,0¢, | 17,0¢, 


im vorigen Ver- 
such wurden Sa- 
men verwendet, 
die im Jahre 
vorher aus Me- 


Wurzel 6,5 g, Wurzel 4,8 g, 


Oberird. Oberird. 
Teil 17,5 g. | Teil 12,2 g. 





thylalpflanzen 
erhalten worden | 
waren. 
Algen und In Methylallésung 0,1°/, bilden entstarkte Spirogyren 
Methylal. bei Kohlensiéureausschlu8 im Lichte rasch Starke (Ver., 





Habil.-Schr. Erlangen 1888). 


tief heruntergehenden Bakterientriibung ohne starkere Haut- 
bildung mit allmahlich eintretender griinlicher Fluorescenz. 
Der Methylalzusatz tut also der Bakterienentwicklung 
in Peptonlésung Einhalt oder behindert sie. 
Die BegieBung einer im Topf gezogenen 20 cm hohen 
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Topfpflanze von Brassica oleracea zeigte ahnliches; sie erhielt 
Lésung: Pepton 1°/, + Methylal 0,2°/, -+- Mineral. 

Zuerst Faulnisgeruch in der Erde, dann Verschwinden dieses 
Geruches und Erholung der anfanglich geschadigten Pflanze. 

Ich glaube also nicht, daB der Methylalgehalt der oben- 
genannten Lésung, die zum BegieBen der Methylal-Topfpflanzen 
verwendet wurde, im Boden eine erhebliche Schwachung erfuhr. 

Vermutlich ging der gréBte Teil des Methylals in die Ver- 
suchspflanzen hinein und wurde dort teils zur Ernahrung ver- 
wendet, teils verbrannt. 


SchluBbemerkungen, 

Die organische Ernahrung griiner Pflanzen ist eine Frage 
von nicht untergeordneter Bedeutung. 

Denn fiirs erste hat daran die Landwirtschaft ein beson- 
deres Interesse. 

Einige Zeit wurde die organische Ernahrung der land- 
wirtschaftlichen und anderer griiner Pflanzen iiberhaupt in Ab- 
rede gestellt. 


Letztere sollen nur Kohlenséiure zur Bildung organischer 


Substanz verwenden. 

Das ist entschieden zu weit gegangen. 

Jos. B6hm, dann W. Schimper und Arthur Meyer, 
ferner Klebs, dann O. Loew, Cremer, Verfasser und andere 
haben gezeigt, daB griine Pflanzen, Kartoffeltriebe und andere 
Blitenpflanzen aus verschiedenen Zuckerarten, wenn diese von 
auBen zugefiihrt werden, Starke bilden, und da dieser ProzeB 
auch im Dunkeln vor sich geht. 

Den Zuckerarten schlieBt sich das Glycerin an. Es geht ver- 
haltnismaBig leicht innerhalb der Pflanzenzelle in Starke iiber. 

Im Vorstehenden wurde gezeigt, daB auch griine Bliitenptian- 
zen, wie der Kohl, das Glycerin zur Ernahrung benutzen konnen. 

Ebenso den Methylalkohol, das Methylal. 

Aber auch zahlreiche andere Stoffe kénnen assimiliert werden. 

Freilich ist das bisher meist nur an Algen ausprobiert worden. 

Die Fahigkeit der Algen und anderer griiner Pflanzen, orga- 
nische Stoffe aller Art zu verarbeiten, ist geradezu staunenswert. 

So kénnen Spirogyren aus Essigsaure, einem der Faulnis- 
produkte, Starke fabrizieren. 
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Stellt man sich aus Eisessig eine 0,1°/,ige Essigsiure her 
und neutralisiert die saure Lésung mit Kalkwasser, so erhalt man 
eine Nahrfliissigkeit, in der Spirogyren binnen 2 Tagen, bei Licht- 
zutritt und unter Ausschlu8 von Kohlensaure Starke speichern. 

Setzt man gleichzeitig einen Kontrollversuch mit reinem 
Wasser an, so bilden die Spirogyren in diesem keine Starke. 

Ferner zeigt schon das makroskopische Aussehen der beiderlei 
Algen, daB in einem Falle Ernihrung stattfindet, im andern nicht. 

Die mit essigsaurem Kalk ernahrten Algen wachsen, breiten 
sich in der Fliissigkeit aus, die andern kniéueln sich zusammen, als 
ob der eine Faden von den andern, d. h. den in ihm angehauften 
und beim Absterben austretenden Nahrstoffen leben wollten. 

Das Resultat mit Essigsiure ist deswegen besonders be- 
merkenswert, weil die Essigsiure unter den Faiulnisproduk- 
ten auftritt und somit im Boden vorhanden sein mu, wenn eine 
Faulnis von Pflanzen- oder Tieriiberresten stattfindet, was im 
bebauten Boden ein tagtaglicher Vorgang ist. 

Die Neutralisation mit Kalk tritt dort ebenfalls ein, da 
der Kalk zu den haufigsten Bodenbestandteilen gehért. 

Andere bei der Fiulnis auftretende fliichtige Fettsiuren, 
wie Butterséure und Baldriansaure, vermégen den Algen 
ebenfalls als Nahrung zu dienen, wie Verfasser friiher gezeigt 
hat (Chem.-physiol. Beitrige zur Frage der Selbstreinigung der 
Fliisse, Chem.-Ztg. 1913). Die Sauren wurden ebenfalls 0,1°/,ig 
angewendet und mit Ca(OH), neutralisiert. Starkebildung in 
den Spirogyren trat auf. 

Auch Milchsaiure gehért zu den Faulnisprodukten. 

0,1°/,ige Lésung wurde mit Kalkwasser neutralisiert. 

Hineingesetzte Spirogyren zeigten binnen 2 Tagen Stiarke- 
ansatz, trotz vélligen Kohlensdiureausschlusses. 

Bernsteinsaure, eine weitere bei der Faiulnis auftretende 
Fettsiure, ergab bei gleicher Versuchsanstellung ebenfalls posi- 
tives Resultat. 

Auch in 0,1° ,iger Zitronenséure, mit Kalkwasser neutrali- 
siert, setzten die Spirogyren trotz KohlensaéureausschluB Starke an. 

Weinsaure gibt als Calciumbitartrat gleichfalls Starke- 
bildung in Spirogyrenzellen. 

Calciumbimalat ebenfalls (Verf. in Chem.-Ztg. 1899, 18, 
Nr. 2). 
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Aus der Reihe der Amidokorper, die bei der Fiulnis auftreten, 
wurden Glykokoll, Tyrosin und Leucin vom Verf. gepriift. 

Aus ihnen bilden Algen reichlich Starke. 

Auch Asparaginsaure, Hydrantoin, Urethan, Krea- 
tin, Betain- und Neurinsalze wirken ernihrend (O. Loew 
und Th. Bokorny, Chem.-physiol. Studien iiber Algen, J. pr. 
Ch. 36). Die betreffenden Versuche seien wegen ihres Inter- 
esses fiir vorliegende Frage wortlich zitiert: 

»schon vor mehreren Jahren versuchten wir Vaucheria und 
Spirogyra mit Pepton, Asparaginsaure oder Glycerin zu ernahren. 

Um die Assimilationstatigkeit fiir Kohlensaiure hierbei aus- 
zuschlieBen, wurden die Versuche im Dunkeln angestellt. 

Jedoch stellten sich bei all diesen Versuchen sehr bald 
eine groBe Menge von Spaltpilzen ein, die durch ihre intensive 
Tatigkeit die Algen schadigten und nach mehreren Wochen 
zum Absterben brachten, entweder durch Saurebildung aus 
diesen Nahrstoffen (aus Glycerin) oder durch Ammoniakabspal- 
tung (aus Pepton und Asparaginsiure). 

Nun versetzten wir eine Portion Algen in 1 pro mille-Lé- 
sung von Asparaginsiure unter Zusatz einer Spur von Magne- 
siumsulfat, Monokaliumphosphat und Eisenphosphat, brachten 
sie ins Dunkle und erneuerten jeden zweiten Tag die Lésung 
vollstandig (d. h. die Algen wurden herausgenommen, abge- 
waschen und in frische Nahrlésung gebracht). 

Bei dieser Behandlung blieben sie vollstindig gesund, ob- 
wohl sie gar keinen Stirkemehlvorrat mehr besaBen, wahrend 
sie unter gewohnlichen Umstanden nach Aufzehrung ihres Stiirke- 
vorrats den Hungertod verfallen. 

In diesem Falle ist der ernaihrende Einflu8 der Asparagin- 
siiure evident. 

Die Zellen erlangten eine Breite von 48 Mikromillimeter und 
eine Lange von 220 Mikromillimeter, wahrend sie ohne Asparagin- 
siure 30 Mikromillimeter und 150 Mikromillimeter maBen.“ 

»LaBt man organische Materien bei Zutritt von Licht 
mit Algen in Beriihrung, so gedeihen letztere viel besser. 

Die Vermehrung der Algen ist eine betrachtliche, wenn 
dem Kulturwasser 0,1°|, Asparaginsiiure zugesetzt wird, und 
dabei sind die Algen in auBerordentlich kraftigem Zustande, 
von schénem Aussehen. 
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Auch in einer Lésung mit 0,1°/,iger Bernsteinsaure 
leben die Algen ohne Stérung fort, jedoch ohne betrichtliche 
Vermehrung zu zeigen; nur die Starkekérner machen sich durch 
bedeutende GréBe bemerklich. 

In Apfelsiure oder Cumalinsiure von derselben Stirke 
sterben die Algen schon nach etwa 24 Stunden, was mit dem 
stirker sauren Charakter dieser Séiuren zusammenhingt (bei 
Cumalinsiiure kann auch deren leichte Einwirkung auf Amido- 
gruppen [im Eiwei8] in Betracht kommen). 

Bei 10mal gréBerer Verdiinnung werden indessen auch 
diese Saéuren ertragen. 

Ebenso nimmt der schidliche Einflu8 zu, wenn in einer 
Substanz durch Eintritt stickstoffhaltiger Gruppen die Alkali- 
zitat zunimmt. 

Sehr lehrreich ist in dieser Beziehung ein Vergleich von 
Urethan, Harnstoff und Guanidin: 


/NH, /NH, /NH, 
fi Pd *4 
C=O C=O C=NH 
os a i 
\O.C,H, \NH, \NH, 
Urethan Harnstoff Guanidin 


Setzt man Algenfiden in 0,1°/,igen Lésungen dieser Stofie 
in Quellwasser, so nehmen sie bei Urethan auch nach Wochen 
nicht den geringsten Schaden. 

Bei Harnstoffzufuhr krankeln sie nach einigen Tagen, bei 
Guanidinernihrung sterben sie unter Granulationserscheinungen 
schon nach einigen Stunden ab. 

Treten in die Molekiile des Harnstoffs oder Guanidins 
Sauregruppen ein, die den alkalischen Charakter abschwachen, 
so verschwindet auch wieder die schidliche Wirkung, wie Ver- 
suche mit. Hydantoin und Kreatin ergaben: 


NH — CO NH, 
| 
CO C(NH) 
| | | 
NH — CH, N(CH,) — CH, — COOH 
Hydantoin Kreatin 


Nach fiinftagiger Einwirkung von 0,2°/,igen Lésungen von 
Kreatin, Hydantoin, Urethan, Leucin, Sulfoharnstoff und Harn- 
stoff stellte sich ein sehr bemerkenswerter Unterschied in der 
Wirkung der einzelnen Stoffe heraus. 
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Die in Kreatin- und Hydantoinlésung gewesenen Algen 
hatten bedeutend an Masse zugenommen, die in Urethan und 
Leucin erwiesen sich als vollkommen gesund, waren aber nicht 
so gewachsen. 

Die in Harnstoff- und Sulfoharnstofflésung gewesenen Algen 
zeigten keine Massenzunahme und ergaben folgenden mikro- 
skopischen Befund: 

Bei Harnstoff waren die Fiiden meist dem Tode nahe; 
die Chlorophyllbinder waren stirkeleer, ohne Zacken und zu- 
sammengeschrumpft, ofters zerrissen; das farblose Plasma war 
meist intakt, manchmal contrahiert, nur hier und da (sehr 
selten) granuliert. Die schidliche Einwirkung kann also hier 
nicht oder nur zum kleinsten Teil auf Ammoniakabspaltung 
zuriickgefiihrt werden. 

Die Algen in 0,2°/, Sulfoharnstoff waren ebenfalls meist dem 
Tode nahe, zeigten aber in vielen Zellen noch Stairkemehlgehalt. 

Der giinstige Effekt des Kreatins und Hydantoins ist ohne 
Zweifel der im labilen Zustande darin enthaltenen CH,-Gruppe 
zuzuschreiben. 

Wahrend Guanidin, Harnstoff und Sulfoharnstoff wegen 
mangelnder CH,-Gruppe nicht nur nicht ernahren, sondern 
infolge ihrer basischen Natur auch schadliche Wirkung auBern, 
kénnen viele andere organische Stofle von Algen oder Pilzen 
ertragen werden, ohne zur Ernihrung zu dienen, z. B. pikrin- 
saures und nitranilsaures Kali in 0,05 °/ 
bleiben die Algen in deren Lésungen am Leben, im Dunkeln 
aber sterben sie bald des Hungertodes. Ahnlich verhilt es 
sich mit den Pilzen gegeniiber Pyridinsalzen und Amidobenzoe- 


oiger Lésung. Im Lichte 


siiure, wihrend phenylessigsaure Salzewieder zur Ernahrung bei- 


tragen kénnen, wegen der vorhandenen CH,-Gruppe. 


Ohne Zweifel kénnen auch solche Stoffe, die unter Wasser- 
aufnahme die CH,-Gruppe zu bilden fahig sind, zur Ernahrung 
beitragen.“ 

Man sieht, wie die Ernahrungskraft der organischen Stoffe 
mit der chemischen Konstitution derselben zusammenhangt. 

Es gibt zweifellos eine groBe Zahl von organischen Stoffen, 
die auch griine Pflanzen zu ernaihren vermogen. 

Nur ist bei hdheren Pflanzen der Beweis nicht so leicht zu er- 
bringen, wie bei Spirogyren. Die Versuche dauern dort viel linger. 
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Trotzdem ware es eine dankenswerte Arbeit, den Beweis 
in ahnlicher Weise, wie oben angegeben, auch bei Bliitenpflanzen 
zu fihren. 

Verf. konnte wegen Mangels an Zeit nur fiir wenige orga- 
nische Stoffe die Ernahrungsfahigkeit bei einigen Topfpflanzen 
und bei Wasserkulturen aus dem Kreise der phanerogamen 
Kulturpflanzen experimentell nachweisen. 

Sicherlich gelingt es auch bei andern Stoffen und Pflanzen. 

Das sich daran kniipfende Interesse ist ein doppeltes. 

Fiirs erste ein rein physiologisches, indem damit die Kluft 
zwischen griinen Pflanzen und Pilzen immer mehr iiberbriickt 
wird und auch die Ernahrung der Kulturpflanzen in weiterem 
Gesichtskreis als bisher betrachtet wird. 

Furs zweite ein praktisches, weil mit der organischen Er- 
nahrbarkeit der Kulturpflanzen auch ein besseres Verstindnis 
der Vorteile eines guten Humusbodens angebahnt wird. 

Verf. ist durchaus nicht der Meinung, daB sich damit allein 
die gute Wirkung des Humusbodens erkliren lasse. 

Denn die feine Verteilung des Bodens spielt sicherlich 
auch eine groBe Rolle. 

Nichts aber hindert uns, anzuerkennen, da auch die orga- 
nischen Stoffe des Bodens, speziell die obengenannten orga- 
nischen Faulnisprodukte, zu dieser vorteilhaften Wirkung bei- 
tragen, wenn auch bei Kulturpflanzen der Nachweis erbracht 
wird, daB jene Stoffe Nahrstoffe fiir sie sind. 
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Ober die Verwertung des Blutes’) zur menschlichen Er- 
nihraung und das Verhalten des Formaldehyds im 
Organismus. 

Von 
E, Salkowski., 

(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 

(Eingegangen am 14, Juli 1915.) 


In zwei Artikeln in der Berliner klin. Wochenschr. Nr. 12 
und Nr. 23 1915 habe ich mich iiber die Verwertbarkeit des 
Blutes der Schlachttiere zur menschlichen Ernahrung ausge- 
sprochen. Die nachfolgende Mitteilung soll nun die den er- 
wahnten Erérterungen zugrunde liegenden Unterlagen bringen, 
die ich in der genannten, vorwiegend klinischen Interessen 
dienenden Wochenschrift nicht gut ausfiihrlich darstellen konnte. 


I, Der EiweiBgehalt des Blutes im Vergleich mit dem des 
Fleisches, 


Uber den EiweiBgehalt des Rinderblutes liegen meines 
Wissens nur wenige Angaben vor. Nach Bunge’) betragt die 
Summe von Hamoglobin und Eiwei8 in diesem Blut 17,3°/), 
Abderhalden*) fand bei seiner ersten Untersuchung 8,2°/, 
Hamoglobin und 9,1 EiweiB, zusammen also 17,3°),, bei seiner 
zweiten Analyse‘) 10,64 Hamoglobin und 6,179°, Eiwei3, 
zusammen also 16,8°/, EiweiB. Die zweite Untersuchung be- 
zieht sich auf einen 2jahrigen, nicht gemasteten Stier, kommt 
demnach weniger in Betracht. 

Direkte Bestimmungen des Stickstoffgehaltes des Rinder- 
blutes scheinen iiberhaupt noch nicht gemacht zu sein, wenig- 
stens habe ich in der physiologisch-chemischen Literatur nichts 


1) Alle meine Angaben beziehen sich, die Zuverlassigkeit des Liefe- 
ranten vorausgesetzt, ausschlieBlich auf Rinderblut. 

*) Bunge, Zeitschr. f. Biol. 12, 191, 1876. 

3) Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 23, 522, 1897. 

*) Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 73, 1898. 
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dariiber finden kénnen; es schien mir zweckmaBig, diese Liicke 
durch einige Bestimmungen auszufillen. 

Es liegt sehr nahe, fiir diesen Zweck das Blut, als Fliissigkeit, nicht 
abzuwégen, sondern abzumessen; dabei bildet aber die viscése Be- 
schaffenheit des Blutes eine anscheinend uniiberwindliche Schwierigkeit, 
daB sie indessen bei entsprechendem Verfahren iiberwunden werden 
kann, zeigen die von mir ausgefiihrten Doppelanalysen und _ ver- 
gleichende Bestimmungen an demselben Blut, einerseits abgemessen, 
andererseits abgewogen. 

Die Abmessung der zur N-Bestimmung verwendeten Quantitat 
Blut geschah nach dem in meinem Praktikum der physiologischen Chemie, 
4. Auflage, S. 304 beschriebenen Verfahren, das ich mit einigen Neben- 
bemerkungen hier wiedergeben méochte. 

Man mi8t mit einer Vollpipette 25 com Blut ab, wobei darauf zu 
achten ist, daB die Pipette nicht mehr als durchaus notwendig in das 
Blut eingetaucht wird, und laB8t es in ein 100 ccm-Kélbchen flieBen, 
spilt die Pipette so lange mit Wasser nach, bis das Wasser héchstens 
noch einen ganz schwach rotlichen Farbenton zeigt, fiillt dann zur Marke 
auf. Die Spitze der Pipette darf dabei natiirlich nicht von auBen ab- 
gespilt werden. Bei einiger Geschicklichkeit lat sich der Fehler, daB 
etwas von dem auBen noch anhangenden Blut in das Kélbchen gelangt, 
ganz gut vermeiden. Nach sorgfiltigem Durchmischen durch mehr- 
maliges sanftes Umdrehen des Kélbchens entnimmt man mit der Pipette 
10 ccm des verdiinnten Blutes und lé8t in den Kjeldahlkolben flieBen, 
jetzt ohne nachzuspiilen. Sehr lastig ist dabei, daB sich beim Durch- 
mischen des Blutes mit Wasser nicht selten ein sehr haltbarer Schaum 
bildet. Zur Vermeidung dieser Schwierigkeit empfiehlt es sich, das 
Kélbchen nicht ganz bis zur Marke mit Wasser aufzufiillen, sondern 
etwa 2 mm unter dem Strich zu bleiben. Bringt man jetzt ein 
Trépfchen Alkohol auf den Schaum, so verschwindet er sofort, even- 
tuell fiigt man noch etwas Wasser hinzu. Der Alkohol schwimmt dann 
allerdings auf dem verdiinnten Blut: durch einmaliges Umkehren des 
Kolbens mischt man ihn unter. Bildet sich dann aufs neue Schaum, 
so mu8 man warten, bis sich derselbe abgesetzt hat oder ihn mit oben 
geschlossener Pipette gewissermaBen durchstechen und das verdiinnte 
Blut erst aufsteigen lassen, wenn die Pipette sich im Kolben befindet. 
Auch dabei empfiehlt es sich, die Pipette nicht zu tief einzutauchen, 
man wahlt daher zweckmaBig ein Kélbchen, dessen Marke sich recht 
nahe iiber dem Bauch des Kélbchens befindet. 


In dieser Weise habe ich 6 Blutproben, die aus einer 
Quantitat von 1 bis 1*/, Liter (defibriniert) stammten, unter An- 
wendung von Kupfersulfat und Quecksilberoxyd untersucht, 
wobei meistens zum SchluB bei der Oxydation noch etwas 
Kaliumpermanganat hinzugesetzt wurde. 

100 ccm Blut enthielten danach Stickstoff in Grammen: 
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Die Ubereinstimmung der Doppelbestimmungen ist sehr 
nahe, man sieht also, daBS man auf diesem Wege zu iiberein- 
stimmenden Resultaten gelangen kann, wenn auch die Aus- 
fiihrung einigermaBen schwierig ist. 

Beziiglich der Bildung einer Mittelzahl befinde ich mich 
in einiger Verlegenheit: man kann sich doch nur schwer zu 
der Annahme entschlieBen, daB das wesentlich geringere Er- 
gebnis in den beiden Bestimmungen 2 und 3 wirklich in der 
Natur der Sache begriindet sein sollte, und nicht vielmehr 
auf einen Gehalt an Wasser zuriickzufiihren sein sollte. Es 
braucht sich ja nicht um einen absichtlichen Zusatz von Wasser 
zu handeln, sondern um eine Zufalligkeit; volle Sicherheit wiirde 
man in diesem Punkte nur erlangen kénnen, wenn man das Auf- 
fangen des Blutes, Schlagen und Kolieren selbst iiberwachen wiirde. 

Macht man nicht die Annahme eines von au8en stammen- 
den Wassergehaltes in den Blutproben 2 und 3, halt vielmehr 
auch diese fiir genuines Blut, so ergibt sich als Mittelzahl ein Ge- 
halt von 3,13 g N in 100 ccm Blut, im Mittel der Bestimmungen 
1, 4, 5 und 6, dagegen von 3,24gN. Von der Blutprobe 
Nr. 6 wurde gleichzeitig eine Bestimmung mit abgewogenen 
Mengen Blut*) vorgenommen. Das Blut wurde im Wageglischen 
gewogen, dann mit viel Wasser in den Kjeldahlkolben gespiilt. 
Die Doppelbestimmung ergab 2,98 bezw. 2,93°/,, im Mittel 2,96 °/,?). 

Um die Bestimmung mit Hilfe von Abmessen mit der durch 
Abwagen ausgefiihrten vergleichen zu kénnen, mu8 man nun das 
im ersten Falle erhaltene Resultat durch das spezifische Gewicht 
des Blutes dividieren; leider ist dasselbe nicht bestimmt worden. 


1) Die Nummern entsprechen der zeitlichen Reihenfolge. Die 
6 Proben wurden in einen Zeitraum,von etwa 8 Wochen — von Anfang 
Marz bis Anfang Mai — untersucht. 
*) a) 2,3275 g Blut erforderten zur Bindung des NH, 24,8ccm 2/,-Saure. 
b) 2,4865 g ” ” , ” ” ” 26,0 » n 
Biochemische Zeitschrift Band 71. 94 
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In der Literatur habe ich Angaben iiber das spezifische 
Gewicht von Rinderblut nicht finden kénnen. Fiir das spezi- 
fische Gewicht menschlichen Blutes gibt Landois-Rosemann!) 
bei Mannern 1055 bis 1060 an. Legt man, um keine zu giinstige 
Annahme zu machen, letztere Zahl zugrunde, so ergibt sich 
fiir das Blut Nr. 6 ein N-Gehalt von 3,04°/,, was mit der 
direkten Gewichtsbestimmung von 2,96°/, nahe iibereinstimmt. 

Fiir die Mittelzah] 3,13 g in 100 ccm berechnet sich ein 
Prozentgehalt von 2,95°/,, fiir die Mittelzah] 3,24 ein Prozent- 
gehalt von 3,06°/,. 

Was das Rindfleisch betrifft, so fand V oit fiir solches Fleisch, 
das durch sorgfaltigstes Praparieren von allem sichtbaren Fett be- 
freit war, 3,4°/,N. Bei zahlreichen Analysen, die teils von mir 
selbst *), teils von Laboranten in Stoffwechselversuchen hier ausge- 
fiihrt sind, ergab sich fiir das beste Rindfleisch, das noch von sicht- 
barem Fett befreit war, wenn auch nicht mit so groBer Sorgfalt wie 
bei Voit, 3,3°/,. Héher wird man den N-Gehalt des besten vom 
Publikum gekauften Fleisches sicher nicht annehmen kénnen. 

Wie berechnet sich nun der EiweiBgehalt aus dem N-Gehalt? 

Was das Blut betrifft, so kann man wohl von dem minimalen 
Gehalt an sogenanntem Rest-N ganz absehen, dagegen ist der 
iibliche Faktor 6,25 nicht ohne weiteres zulassig. Fiir das 
Eiwei8 des Blutserums und der Blutkérperchen kann man 
diesen Faktor wohl gelten lassen, fiir das Himoglobin dagegen 
nicht. Dieses enthalt nach Fr. N. Schultz*) 17,33°/, N. Nehmen 
wir, um die Rechnung fiir das Blut keinesfalls zu giinstig zu ge- 
stalten, an, daB die Eiwei8k6rper desselben zu */, aus Himoglobin, 
zu */, aus EiweiB mit 16°/, N bestehen, so erhalt man einen 
mittleren N-Gehalt von 16,89°/,, danach als Faktor 5,92. 

Aus dem N-Gehalt von 2,96°/, berechnet sich ein Eiweib- 
gehalt von 17,52°/,, aus dem N-Gehalt von 3,06° |, ein Eiweib- 
gehalt von 18,12°/,. 

Was den EiweiBgehalt des Fleisches betrifft, so entfallen nach 
v. Fiirth und Schwarz‘) auf den Extraktiv-N desselben 0,327 


1) Lehrbuch der Physiol. 12. Aufl., 1, 27. 

*) Diese Zeitschr. 19, 127, 1909. 

8) Fr. N. Schultz, Zeitachr. f. physiol. Chem. 24, 469. 

*) v. Firth und C. Schwarz, diese Zeitschrift 30, 432, 1911. 
Die Angaben beziehen sich allerdings auf Pferdefleisch und Hundefleisch, 
solche fiir Rindfleisch scheinen nicht vorzuliegen. 
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bis 0,382°', N, im Mittel 0,355, es bleiben somit fiir das EiweiB 
des Fleisches 3,3 minus 0,355 = 2,945° | N == 18,41°), EiweiB. 

Danach enthilt ein Kilo Rindfleisch nur ganz unbe- 
deutend mehr Eiwei8 als 1 Kilo Rinderblut. 

Bezieht man, was wohl das Natiirlichste ist, den EiweiB- 
gehalt des Blutes auf 1 Liter, so ergeben sich nach den 
6 Analysen 185,9 g Eiwei8 im Liter, nach den 4 Analysen (unter 
Fortlassung von Analyse 2 und 3) 194 g Eiweif, also noch 
etwas mehr als im Fleisch. 


II, Wie wird das Eiwei8 des Blutes ausgenutzt? 

Beziiglich dieser Frage kann ich auf die Ausfiihrungen in 
meiner Arbeit iiber Fleischersatzmittel in dieser Zeitschr. Band 19 
verweisen, namentlich auf Seite 105. Aus den hierauf beziig- 
lichen Versuchen geht hervor, daB das getrocknete gepulverte 
Blutkoagulum fast ebenso gut ausgenutzt wird wie Fleisch. 
Es ist selbstverstiindlich, daB die Ausnutzung des feuchten 
Blutkoagulums, bzw. des in toto ohne Wasserzusatz koagu- 
lierten Blutes nicht schlechter sein wird, einen hierauf beziig- 
lichen Versuch werde ich weiter unten mitteilen. 


III, Die Stoffwechselwirkung des genossenen Blutes, 


Die Eiwei8kérper des Blutes bestehen zu fast */, aus Himo- 
globin, zu etwas mehr als */, aus eigentlichen Eiwei8korpern. 
Das aus dem Hamoglobin durch Spaltung hervorgehende 
Globin ist nach den Untersuchungen von Fr. N. Schultz be- 
kanntlich kein Eiwei8, sondern ein Histon bzw. eine dem 


Histon sehr nahestehende Substanz. Es enthalt auBerdem nur 


0,42°/, Schwefel. Danach ist es a priori keineswegs sicher, 
daB die EiweiBkérper des Blutes imstande sind, das Fleisch 
vollig zu ersetzen. Die Anstellung eines Bilanzversuches stoBt 
nun auf die groBe Schwierigkeit, daB die Hunde nicht zu einer 
ganz regelmaBigen Aufnahme des koagulierten Blutes feucht 
oder in Pulverform zu bewegen sind. 

Als Ersatz fiir einen Bilanzversuch habe ich in der oben 
zitierten Arbeit einen Versuch mitgeteilt, der sich auf 
nicht weniger als 29 Tage erstreckt und in dem ein Hund 
Blutkoagulum als einzigen Eiwei®kérper erhielt, daneben nur 


noch etwas Reis und Speck. Da der Hund sich wihrend der 
24* 
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ganzen Zeit véllig wohl befand, Verdauungsstorungen nicht 
eintraten, das Kérpergewicht am SchluB des Versuches noch 
etwas gréBer war, als am Anfang, so kann man damit wohl 
mit Sicherheit den Beweis, daB man an Stelle von Fleisch die 
EiweiBkérper des Blutes zur Ernihrung verwenden kann, als 
erbracht ansehen. Dabei ist natiirlich nicht ausgeschlossen, 
daB ein Teil des BluteiweiBes dieselbe Rolle gespielt hat, wie 
der Leim, den man ja auch ohne Schaden fiir einen gewissen 
Anteil des Eiweifes in der Nahrung substituieren kann. 
Ubrigens scheint mir, beiliufig bemerkt, die Frage, ein wie 
groBer Teil des N-Gehaltes des Fleisches — abgesehen von dem 
Extraktiv-N — eigentlichem EiweiB, ein wie groBer leimgebender 
Substanz angehért, noch durchaus nicht erledigt. 

Fiir die praktische Verwendung von Blutpraparaten beim 
Menschen wiirde es sich empfehlen, auf die schwarze Farbe der 
Faeces nach dem Genu8 derselben hinzuweisen, damit der 
Konsument sich nicht eventuell unnétig beunruhigt. 


IV. Uber die Konservierung von Blut. 

Wenn man, wie es geschehen ist, dem Publikum das Blut 
als solches zur Herstellung von Speisen empfiehlt, liegt die 
groBe Gefahr nahe, daB das Blut nicht védllig frisch in die 
Hinde des Konsumenten gelangt, da die Faulnis desselben 
auBerordentlich schnell eintritt, besonders im Sommer. Es er- 
hob sich daher die Frage, ob man der Faulniszersetzung nicht 
durch Konservierungsmittel vorbeugen k6nne. Ich habe eine 
Anzahl von Konservierungsmitteln auf ihre Brauchbarkeit fiir 
diesen Zweck gepriift. Die Beobachtung des mit verschiedenen 
Zusitzen versehenen Blutes, das in Flaschen mit Korkstépseln 
aufbewahrt wurde, erstreckt sich auf 3 bis 4 Wochen, eine Zeit, 
die sicher als ausreichend angesehen werden muB, manchmal 
auch linger. Als Kriterium schien mir in diesem Falle die 
Geruchlosigkeit geniigend, Uberimpfungen auf Nahrgelatine 
nicht erforderlich. 

1. Chloroform. Schiittelt man Blut mit wenig Chloro- 
form durch, so erstarrt es in 1 bis 2 Tagen zu einer festen 
Masse, Chloroform ist aus diesem Grunde also nicht zu brauchen. 

2. Ameisensaure. Das mit 1°/, Ameisensiure versetzte 
Blut wandelt sich infolge der Saurewirkung sehr schnell in 
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eine schwarze brécklige Masse um, ahnlich wirkt Essigsaure. 
Diese Siuren sind daher ebenso unbrauchbar wie das Chloroform. 

3. Toluol. Blut mit Toluol geschiittelt, bleibt auBerlich 
zunachst unverandert. Der Toluolzusatz schlieBt natiirlich auto- 
lytische Prozesse nicht aus, allein der Gehalt des Blutes an 
autolytischem, namentlich proteolytischem Ferment ist so gering, 
daB dieses wenig in Betracht kommt. Ubrigens gilt dasselbe 
wohl fiir simtliche Konservierungsmittel und antiseptische Mittel, 
falls sie nicht in zu hoher Konzentration angewendet werden’) 
und auBerdem pflegen wir ja gewohnheitsmaBig bei anima- 
lischen Nahrungsmitteln Autolyse nicht auszuschlieBen, ja wir 
winschen sie sogar beim Fleisch. Allmahlich nimmt das Blut 
vendse Beschaffenheit an; in einigen Fallen waren iibrigens 
auf der unteren Flache des Korkstépsels Schimmelpilze be- 
merkbar. Da das Toluol ziemlich fliichtig ist, so konnte man 
vielleicht vermuten, daB es sich aus dem damit konservierten 
Blut bei Zubereitung der betreffenden Speise verfliichtigen wiirde. 
Um hieriiber ein Urteil zu gewinnen, schien es mir am ein- 
fachsten, das Blut zu verdiinnen, auszukoagulieren, das aus- 
geschiedene Koagulum nach einigem Abkiihlen abzukolieren, 
zu waschen und abzupressen. Das so erhaltene Eiweif riecht 
und schmeckt nun noch mehr oder weniger nach Toluol, so daB 
an ein Entweichen des Toluols bei der Zubereitung von 
Speisen nicht zu denken ist. 

4. Allylsenf6l. Das Senfél steht in dem Rufe eines 
vorziiglichen Antisepticums: nach den Angaben von R. Koch’) 
tritt eine merkliche Behinderung des Wachstums von sporen- 
freien Milzbrandbacillen in einer Pepton-Fleischextraktlosung 
bei einem Gehalt an Senfél von 1:330000 ein, eine vollige 
Aufhebung bei 1: 33000. Es ergab sich, daB diese Zahlen fiir 
Faulnisbakterien und Blut als Niahrsubstrat keine Geltung 
haben. 11 Blut wurde mit einigen Tropfen Senfol auf der 
Schiittelmaschine etwa */, Stunde durchgeschiittelt: schon nach 
wenigen Tagen roch es stark faulig. GréBere Mengen verhin- 
dern allerdings die Faulnis; das ebenso wie beim Toluol her- 
gestellte EiweiBkoagulum roch und schmeckte aber so stark 


1) Ausgenommen ist Formaldehyd von 1°/, und Zucker in gesit- 
tigter Lésung (resp. 1: 1). 
2) R. Koch, Mittei]. a. d. Kaiserl. Ges.-Amt 1, 271, 1881. 
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nach Senfél, daBS an eine direkte Anwendung des konser- 
vierten Blutes in der Erwartung, daB das Senf6l bei der Zu- 
bereitung der Speise entweichen werde, nicht zu denken ist. 

Ich wende mich nun zu den nichtfliichtigen Konservie- 
rungsmitteln, die selbstverstindlich vor dem Gebrauch des 
Blutes entfernt werden miissen. Bei diesen handelt es sich 
also um die Frage, ob die durch Auskoagulieren erhaltenen 
und einmal ausgewaschenen EiweiSk6rper geniigend frei sind 
von dem angewendeten Konservierungsmittel. 

5. Borséure. Das Blut wurde durch Einstellen in den 
Thermostaten bei 40° oder in Wasser von etwas héherer Tempe- 
ratur erwarmt, dann in der Reibschale mit Borséiure verrieben, 
die Lésung derselben durch Schiitteln vervollstandigt. Der 
Borsdurezusatz betrug 2 bis 4°/,. Die Proben verhielten sich 
verschieden. Eine Probe mit 2°/, wurde schon nach einigen 
Tagen vends und zeigte nach 10 Tagen deutlichen Faulnis- 
geruch, eine andere blieb hellrot und roch nach 3 Wochen 
noch nicht faulig. Die Verschiedenartigkeit des Verhaltens hat 
vermutlich folgenden Grund. Selbstverstaindlich ist das er- 
haltene Blut nicht steril, darauf wiirde man auch bei der 
praktischen Verwendung nicht rechnen kénnen, es ist nun wohl 
denkbar, daB es in verschiedenem Grade und auch mit Bak- 
terien verschiedener Resistenz verunreinigt ist und sich aus 
diesem Grunde verschieden gegen Borsiure verhalt. Zur Prii- 
fung, ob sich mit dem konservierten Blut ohne zu groBe 
Schwierigkeiten ein borsiurefreies EiweiB erhalten 1l4Bt, diente 
eine mit 4°/, Borsiure versetzte Blutprobe. 50 ccm derselben 
wurden mit etwa dem 8fachen Volumen Leitungswasser ver- 
diinnt, auskoaguliert, nachgewaschen und abgepreBt. Das er- 
haltene Eiwei8 wurde dann wiederholt energisch mit destilliertem 
Wasser ausgekocht, die Ausziige durch Leinwand koliert, schwach 
alkalisiert, eingedampft, durch Papier filtriert, zur Trockne ge- 
dampft. Der Trockenriickstand betrug 0,0434, der Glihriickstand 
desselben 0,0104. Borséure war darin nicht bestimmt nach- 
weisbar. Da hiergegen noch der Einwand erhoben werden 
kénnte, daB die Borséure vielleicht durch Wasser aus dem 
Koagulum nicht extrahiert sein kénnte, wurde in einem neuen 
Versuch das schlieBlich riickstandige Koagulum verascht. Um die 
Veraschung nicht zu sehr zu erschweren, wurden diesmal nur 20 g 
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Blut angewendet: in der Asche war nur eine zweifelhafte Spur 
Borsaure durch Curcumapapier nachweisbar, Seitdem wir, haupt- 
sachlich durch die Untersuchungen von Bertrand wissen, daB kleine 
Mengen von Borsaure in unsern Nahrungsmitteln ganz verbreitet 
sind, kénnen solche Reste davon als ganz bedeutungslos gelten. 

6. Salicylsdure. Zur Herstellung der Lésung im Blut 
wurde ebenso verfahren, wie es bei der Borsdiure angegeben 
ist. Der Gehalt an Salicylsiure betrug 2°/,. Das Blut nahm 
bald durch die Saéurewirkung der Salicylsiure braunliche Far- 
bung an, hielt sich aber 3 Wochen unverandert. 

Zur Priifung der Frage der Entfernbarkeit wurden 50 ccm des 
Blutes ebenso wie bei der Borsiure verarbeitet. Die gesammelten Aus- 
ziige wurden auf 100 ccm eingedampft, nachdem sie vorher, um eine 
Verfliichtigung der Salicylsiure zu verhindern, mit Natriumcarbonat 
schwach alkalisiert waren. Der Gehalt an Salicylsiure wurde auf 
colorimetrischem Wege annahernd festgestellt. 

0,1 g Salicylsiure wurde gelést, auf 1000 verdiinnt und, da die aus 
dem salicylierten Blut erhaltene Lésung eine gelbe Farbe zeigt, bis zu 
derselben Farbennuance mit Zuckerkouleur versetzt — ein Verfahren, 
das ich wiederholt bei der Bestimmung der Salicylsiure angewendet 
habe, die aus Salicylaldehyd, durch das Oxydationsferment der Leber 
entstanden war. Beide Lésungen wurden nun mit verdiinntem Eisen- 
chlorid versetzt, solange die Farbung noch zunahm. Da die Salicyl- 
siurelésung noch stirker gefirbt erschien, wurde sie auf die Hilfte 
verdiinnt, so daB die Lésung also in 100 ccm 0,005 Salicylsiure enthielt: 
sie war nun etwas schwicher gefairbt als die zu vergleichende Lésung. 
70 ccm dieser auf 100 cem verdiinnt, ergab Farbengleichheit entsprechend 
einem Gehalt an 0,007 Salicylsiure. 

Das auskoagulierte Eiwei8 aus 100 ccm salicyliertem Blut 
enthielt danach 0,014 g Salicylsiure, eine Quantitat, die als 
bedeutungslos angesehen werden kann. 

7. Formalin’). Zur Anwendung kam der offizinelle Form- 
aldehyd solutus mit 35°/, Formaldehyd. Um eine EiweiB- 
gerinnung beim Zusatz des Formalins zum Blut zu vermeiden, 
wurde das Formalin vorher auf das 5 fache, in andern Fallen 
10 fache verdiinnt. 

Die mit 0,5 und 1°/, Formalin (0,175 resp. 0,35°/, 


1) DaB ich das Formalin an dieser Stelle behandelt habe und nicht 
bei den fliichtigen Substanzen, ist darum geschehen, weil bei der Affini- 
tat des Formaldehyds zu Blutbestandteilen, speziell den Eiwei8kérpern, 
an ein Entweichen desselben bei Zubereitung einer Speise keinesfalls zu 
denken ist. 
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Formaldehyd) versetzten Blutproben hielten sich mindestens 
3 Wochen lang unverandert, abgesehen von einer braunlichen 
Verfarbung. Da Formalin bisher fiir Konservierungszwecke 
nicht benutzt ist, auBer fiir anatomische Praparate, muBte die 
Frage, ob das EiweiBkoagulum leicht frei von Formalin zu er- 
halten ist, besonders sorgfaltig gepriift werden. 

Zu dem Zweck wurden zunichst 50 ccm des mit 1°, 
Formalin versetzten Blutes unter Wasserzusatz auskoaguliert, das 
Koagulum abfiltriert, ausgewaschen und abgepreBt. Eine nicht 
genau bestimmte Quantitat desselben — etwa 8 g — wurde 
mit 150 ccm Wasser iibergossen, 75 ccm abdestilliert, dann wieder 
75 cem Wasser hinzugesetzt und 75 ccm abdestilliert. Beide 
Destillate gaben die Lebbinsche Reaktion auf Formaldehyd 
nicht, wohl aber in ausgepriigter Weise meine Modifikation der 
Leachschen Probe mit Pepton Witte, Eisenchlorid und Salz- 
sdure. Es wurde nochmals destilliert, diesmal unter Ansaiuern 
mit verdiinnter Schwefelsiure, das jetzt erhaltene Destillat ver- 
hielt sich ebenso. Danach wird also allerdings der Formaldehyd 
ziemlich energisch festgehalten, indessen darf man sich durch die 
Farbenreaktionen nicht iiber die Mengenverhiltnisse taéuschen 
lassen. Die Leb binsche Reaktion fallt nach meinen Wahrnehmun- 
gen in einer Lésung von Formaldehyd 1:5000 negativ aus, die 
Leach-Salkowskische’) dagegen in 250000 noch ziemlich stark. 

Um nun zu einer Vorstellung iiber die Quantitaét des zu- 
riickgehaltenen Formaldehyds zu gelangen, verfuhr ich folgender- 
mafen: 50 cem des 1°/, Formalin enthaltenden Blutes wurden 
wie bisher auskoaguliert, das Koagulum ausgewaschen und ab- 
gepreBt. Es wog 40g. Die Halfte davon, = 20 g, wurden mit 
200 ccm Wasser und 10 ccm verdiinnter Schwefelsiure in einen 
geraumigen Rundkolben gebracht und aus diesem mit Wasser- 
dampf destilliert; starkes Schiumen machte die Anwendung von 
Paraffin erforderlich. Es ergaben sich 3 Destillate A, B, C zu 
1060 bzw. 760 bzw. 300 ccm. 

In diesen Destillaten versuchte ich mit je 100 ccm den 
Formaldehyd bzw. die jodbindende Substanz nach dem Ver- 
fahren von Romijn*) das ich vielfach an reinen Formaldehyd- 


) Ich werde diese im folgenden der Kiirze halber als ,meine Re- 
aktion“ bezeichnen, ohne damit Leach zu nahe treten zu wollen. 
*) Zeitschr. f. analyt. Chemie 36, 18, 1897. 
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lésungen als zuverlassig erprobt hatte, zu bestimmen. Zur An 
wendung kam "/,,-Jodlésung und eine annahernd entsprechende 
Thiosulfatlésung, die einige Zeit gestanden hatte. 10 ccm der 
Jodlésung erforderten in 3 Bestimmungen, die sehr scharf aus- 
fallen, 10,2, 10,2, 10,25 cem Thiosulfatlésung. 

Es zeigte sich nun aber, daB man diese Zahl nicht ohne 
weiteres benutzen kann. Stellt man namlich einen blinden 
Versuch an, genau in der Art der Ausfiihrung zur Bestimmung 
des Formaldehyds — also: Verdiinnen der Jodlésung mit 100 ecm 
Wasser, Zusatz von Natronlauge, bis zur Gelbfarbung, Stehen- 
lassen wahrend 10 bis 12 Minuten, Ansaéuern mit Salzsiure — 
so zeigte sich, daB man etwas mehr Thiosulfatlésung brauchte, 
namlieh 10,5 — 10,55 — 10,55 — 10,5 ccm. Worauf diese Diffe- 
renz beruht, muB einstweilen dahingestellt bleiben, jedenfalls 
aber darf nur die letztere Zahl als maBgebend angesehen werden. 

In keinem der Destillate konnte nach dem Verfahren von 
Romijn Formaldehyd resp. jodbindende Substanz bestimmt wer- 
den bzw. nachgewiesen werden, wihrend A und B meine Farben- 
reaktion recht ausgeprigt gaben, die Leb binsche dagegen nicht. 

Ich versuchte nun auf dem Wege der Farbenvergleichung 
die Qantitat des Formaldehyds anniahernd festzustellen. 

Ausgangspunkt war eine Lésung von Formaldehyd von 
der Konzentration 1:50000, von der 10 ccm zur Anstellung der 
Reaktion verwendet wurden, die erhaltene Reaktion wurde auf 
100 ccm verdinnt. Gleichzeitig wurde die Reaktion mit 10 ccm 
der Destillate angestellt. Sie war in jedem Destillat bedeutend 
schwicher, im dritten sehr schwach. Farbengleichheit wurde 
erreicht beim ersten Destillat, als die Testlésung auf das 5 fache 
verdiinnt wurde, also 10 ccm einer Lésung von 1:250000, beim 
zweiten Destillat war diese verdiinnte Testlésung noch erheblich 
zu stark, doch ist keine genauere Bestimmung ausgefiihrt worden. 
Nehmen wir selbst an, daB das zweite Destillat ebensoviel Formal- 


dehyd enthielt wie das erste, so haben wir 1820 ccm mit einem 
1 


250000 
100 ccm Blut also 0,035 g. Das ist eine Quantitét, von der 
eine Gesundheitsschadigung sicher nicht zu befiirchten ist’). 


Gehalt von == 7 mg Formaldehyd, im Koagulum aus 





1) Verdiinnte Eieralbuminlésungen verlieren nach den Angaben von 
F. Blum, die ich durchaus bestaétigen kann, ihre Gerinnbarkeit, wenn 
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8. Rohrzucker. Die konservierende Eigenschaft des Rohr- 
zuckers ist von altersher bekannt. Blut, in dem man die 
gleiche Menge Rohrzucker gelést hat, bleibt viele Wochen 
unverandert, allmahlich treten Verainderungen ein, wie ich sie 
in der Zeitschr. f. physiol. Chem. 27, 316, 1899 beschrieben 
habe. Inwieweit das Koagulum zuckerfrei zu erhalten ist, habe 
ich nicht untersucht, da an Herstellung eines solchen unter 
Aufgabe des Zuckers oder Wiedergewinnung desselben durch 
Eindampfen im Haushalt doch nicht zu denken ist. 

Als Gesamtresultat ergibt sich danach, daB der 
Vertrieb und die Anwendung durch Borsaure, Salicyl- 
siure und Formalin konservierten Blutes wohl még- 
lich wire — vorausgesetzt, daB der Konsument sich 
hieraus das EiweiBkoagulum darstellt — ob das Publi- 
kum aber hierzu zu bringen wire, erscheint mir sehr zweifel- 
haft. Ein Mittel ausfindig zu machen, das eine direkte Verwen- 
dung des damit konservierten Blutes zur Zubereitung von Speisen 
ermoglicht, ist nicht gelungen. Nach friiheren von mir mit 
Milch angestellten Versuchen') ist dies vielleicht zu erreichen, 
wenn man zur Konservierung das gasférmige Methylchlorid an- 
wendet. Versuche hieriiber mit Blut stehen noch aus. 


V. Die Konservierung von auskoaguliertem Bluteiwei8 in 
antiseptischen Fliissigkeiten, 

Nicht ganz unerwahnt méchte ich lassen, daB BluteiweiB, 
durch Auskoagulieren erhalten, sich in antiseptischen Fliissig- 
keiten — es wurde Chloroformwasser und '/,°/, Formalinlésung 
angewendet — sich monatelang, d. h. solange die Beobachtung 
dauerte, unveraindert aufbewahren laBt. 

Es fragt sich, ob sich das Chloroform daraus leicht wieder 
entfernen laBt. Der Versuch ergab folgendes. Das ausgewaschene 
Koagulum aus 100 ccm Blut wurde 6 Wochen lang unter Chloro- 
formwasser in einem mit Glasstépsel versehenen Glascylinder 
aufbewahrt, dann abkoliert, einmal mit Wasser nachgewaschen, 
mit der Hand abgepreBt. Das Koagulum schmeckte merklich sii8B 


man sie mit einigen Tropfen Formalin versetzt (Blum, Zeitschr. f. physiol. 

Chem. 22, 127: Uber eine neue Klasse von Verbindungen der Eiwei8- 

kérper). Das Verhalten des Blutes steht damit in einem gewissen Wider- 

spruch; ich méchte indessen hierauf an dieser Stelle nicht naher eingehen. 
‘) Vgl. Berl. klin. Wochenschr. 1915, Nr. 23, 597. 
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und roch nach Chloroform. Es wurde nun mit 250 ccm Wasser 
bis zum wallenden Sieden erhitzt, nach einigem Abkiihlen ab- 
filtriert und abgepreBt. Das jetzt resultierende Eiwei8 erwies 
sich als ginzlich geschmackfrei. Es gelingt also leicht, das 
Chloroform zu entfernen, bei gehacktem Fleisch, das in Chloro- 
formwasser aufbewahrt wird, ist dies nach friiheren Versuchen nicht 
der Fall, vermutlich weil das Fett Chloroform aufnimmt und festhalt. 

Nicht so giinstig stellt sich die Entfernbarkeit fiir Formaldehyd. 
Auch hierzu diente ein 6 Wochen unter '/,°/, iger Formalinlésung (= 0,175 
Formaldehyd) aufbewabrtes Koagulum aus 100 ccm Blut. Das ein wenig 
gewaschene Koagulum wurde mit 250 ccm Wasser aufgekocht. Der zuerst 
kolierte, dann filtrierte Auszug gab allerdings keine Lebbinsche Reaktion, 
wohl aber die Reaktion von Schrywer und meine Reaktion. Das For- 
malin wird also energischer vom EiweiB festgehalten, als das Chloroform. 

Es erscheint mir nicht gerade vollkommen ausgeschlossen, daB die 
Haltbarkeit des koagulierten BluteiweiSes in Chloroformwasser praktisch 
verwertet werden kénnte. 


VI. Die Herstellung von in toto koaguliertem Blut. 


Angesichts der geringen Aussicht, die fiir die Aufnahme 
von Blut, sei es konserviertes, sei es nichtkonserviertes, seitens 
des Publikums besteht, habe ich mir die Frage vorgelegt, ob 
nicht vielleicht die Herstellung von konserviertem Koagulum 
Aussicht auf Erfolg bieten méchte. Natiirlich ist daran nur zu 
denken, wenn man das Blut in toto koaguliert, so daB es eine 
zusammenhangende Masse bildet. 

Die Herstellung geschah so, da das mit dem betreffenden 
Antisepticum versetzte Blut in einer Blechbiichse mit nicht zu 
fest schlieBendem Deckel im Wasserbad resp. Dampfbad so 
lange erhitzt wurde, bis es fest geronnen war, wozu bei den 
angewendeten Quantitaten Blut — 100 bis 250 ccm — etwa 
1 bis 2 Stunden erforderlich waren. Das geronnene Blut ver- 
blieb dann in der Blechbiichse. Durchschnittlich jeden zweiten 
Tag wurde die allgemeine Beschaffenheit und der Geruch unter- 
sucht. Als Ende der Haltbarkeit wurde das Auftreten von 
Schimmelpilzen angesehen, die sich in allen Fallen zeigten mit 
Ausnahme der mit 2°/, Formalin hergestellten Praparate. 
Meistens nahmen die Schimmelpilze an Ausbreitung rasch zu, 
es trat alkalische Reaktion, Ammoniakbildung und Faulnis ein. 

Die Resultate sind in nachfolgender Tabelle enthalten. 
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878 E. Salkowski: 
Prozent- Die ersten Schimmelpilzkoionien 
Art des Zusatzes gehalt bemerkt nach der Buatilivee 
1. Chloroform .. .a) 0,8 am 8. Tage 
b) | UberschuB | » 15. » 
2. Borsiure ... .a) 2,0 oe 1 
b) 4,0 ‘a 
8. Formalin ... .a) 0,5 ~ ee 
b) 1,0 A bot 
¢c) 2,0 bei AbschluB der Beobachtung 
noch nicht 
er Uberschu8 | am 9. Tage 
5. Salicylsiure . . . a) 0,5 oe: Be. me 
b) 1,0 » 14.) » 
Cire 6 8 UberschuB | » & » 
(fy SO tae ar 100,0 oe 3-5) 
8. Zucker mit Zusatz von 
etwas Kirschsaft . . 100,0 » 21. » noch nicht. 








Alle konservierten Blutpraparate waren mehr oder weniger 
fest, am festesten natiirlich die mit Formalin hergestellten. Die 
Farbung war je nach dem Konservierungsmittel etwas wech- 
selnd, bald mehr roétlich, bald mehr braunlich, am wenigsten 
unangenehm auffallend bei dem mit Borsiure hergestellten 
Praparat, das einen rehbraunen Farbenton hat. Sehr haltbar 
erwies sich eine mit 1°/, Ameisensiure hergestellte Probe, sie 
ist nicht in die Tabelle aufgenommen worden, weil ihre 
schwarze Farbe von vornherein jede Anwendungsméglichkeit 
ausschlieBt. Dasselbe gilt fiir die Essigsiure. 

Beziiglich der Méglichkeit, das Konservierungsmittel durch 
Auskochen der zerriebenen Masse mit Wasser zu entfernen, kann 
ich auf die beziiglichen Versuche in Abschnitt IV verweisen. Die 
Entfernung des Formaldehyds gelang aber weniger vollstaindig. 
Durch kiinstlichen Magensaft wurde das formalinhaltige geron- 
nene Blut ebenso leicht verdaut, wie das nichtformalinhaltige. 


VII. Fiitterungsversuche. 


Diese habe ich nur mit formaldehydhaltigen Blutprapa- 
raten ausgepriift, einerseits weil sich diese am langsten unver- 
andert hielten, andererseits weil Formalin wegen seiner ange- 
nommenen Giftigkeit bisher nicht als Konservierungsmittel 
angewendet worden ist und iberhaupt nur wenige Versuche 


1) In einem anderen Falle war das Praiparat nach 6 Wochen noch 
durchaus genieBbar, von saurer Reaktion, trotzdem sich an einer Stelle 
eine Schimmelkolonie zeigte. 


) 
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iiber die Wirkung desselben in verdiinntem Zustande und in 
kleinen Mengen bei innerlicher Anwendung vorliegen. 

Die Fitterungsversuche wurden ausnahmsweise an einem 
auBerst lebhaften minnlichen Hund von ca. 12 kg angestellt, 
da mir eine Hindin zurzeit nicht zur Verfiigung stand. Aus 
diesem Grunde wurde auf eine genaue Sammlung des Harns 
und Abgrenzung der Perioden verzichtet, der Harn im Kafig 
aufgefangen. Es handelte sich der Hauptsache nach auch nur 
um die Beobachtung etwaiger schidlichen Wirkungen des Form- 
aldehyds. Die Versuchsreihe leidet an Unvollkommenheiten, die 
durch auBere Verhaltnisse bedingt sind. Namentlich haben diese 
bewirkt, daB mir Blut nicht immer in wiinschenswerter Menge zur 
Verfiigung stand, die Fiitterungsreihe also Unterbrechungen er- 
fuhr. Solche waren aber nicht unzweckmaBig, da der Hund die 
ungewohnte Nahrung nur ungern aufnahm und zu befiirchten 
war, daB er bei ununterbrochener Anwendung derselben schlieB- 
lich die Nahrungsaufnahme ganz verweigern wiirde. Aus den 
angegebenen Griinden war ich auch gendtigt, die Quantitat des 
verfiitterten formaldehydhaltigen Materials zu beschranken. 

Zuerst erhielt der Hund gewissermaBen zur Probe nach 
gemischtem Futter mehrere Tage lang als ausschlieBliches Ei- 
weiBmaterial auskoaguliertes BluteiweiB, das 10 Tage lang 
unter 1°/,iger Formalinlésung gestanden hatte und dann nur 
abgepreBt war, ohne vorhergehendes Auswaschen, neben etwas 
Reis und Speck. Der Hund befand sich dabei véllig gut. Es 
folgte dann 2 Tage Fleischfiitterung. 

Am 19., 20., 21., 22., 23. Marz erhielt der Hund tiaglich 
125g des unter Zusatz von */,°/, Formalin in toto koagu- 
lierten Blutes mit 30g Reis und 50g Speck. Mit dem Blutpraparat 
nahm der Hund tiaglich 0,625g Formalin = 0,219 Form- 
aldehyd auf, also in den 5 Tagen 3,125 Formalin = 1,094 
Formaldehyd. Das Futter wurde mit Wasser gekocht, wobei 
allerdings eine gewisse Quantitét Formaldehyd mit den Wasser- 
dimpfen entweichen muBte. Entgegen der vielfach gehegten 
Vorstellung von der Giftigkeit des Formaldehyds blieb der 
Hund ganz gesund und ebenso lebhaft wie vorher. Der Kot 
war sparlich, von schwarzer Farbe, geformt, gelegentlich auch 
breiig, der Harn war von normaler Farbe, frei von Eiwei8 und 
Zucker. Das Destillat des mit Essigsiure angesdiuerten Harns 
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gab meine Reaktion nur maBig stark, im Harn selbst war sie 
nur angedeutet. Die Quantitit des ausgeschiedenen Form- 
aldehyds war jedenfalls nur gering. 

Es schien ‘mir nun nach verschiedenen Richtungen von 
Interesse, das Verhalten von der Nahrung zugesetztem For- 
malin zu untersuchen. Es fragte sich 1. ob es die Verdauung 
und Ausnutzung der Nahrung stért, 2. ob ein gréBerer Bruch- 
teil im Harn erscheint, 3. ob es eher eine Giftwirkung ent- 
faltet, als der doch in gewissem Sinne in dem Blutpraparat 
als gebunden zu betrachtende Formaldehyd. 

Die Fiitterung begann am 30. Marz, nachdem der Hund 
in der Zwischenzeit gemischtes Futter erhalten hatte. Die Nah- 
rung bestand aus 350g Fleisch, 30g Reis und 50g Fett 
(,Palmin*) pro Tag. Die Formalindosis wurde etwas gréBer 
gewahlt in der Absicht, eine etwaige Giftwirkung stirker her- 
vortreten zu lassen. Das Formalin wurde, nachdem es etwa 
10fach verdiinnt war, dem Futter zugesetzt. Das Futter wurde 
taglich ganz verzehrt, wenn auch nur zogernd, am 5. Tage fraf 
der Hund es nur etwa zur Hialfte und der Versuch muBte ab- 
gebrochen werden, dasselbe Futter ohne Formalinzusatz jedoch 
weitergegeben. Der Hund blieb vollstaindig gesund. 

1. Die Ausnutzung der Nahrung. — Eingefiihrt wur- 
den 1750g Fleisch = 59,5 N*) und 150g Reis = 1,5 N, zu- 
sammen also 61g N. Hiervon ist der Stickstoff des iibrig ge- 
lassenen Futters in Abzug zu bringen. Um diesen zu bestimmen, 
wurde der Futterrest mit einer reichlichen Quantitaét Kieselgur 
zusammengeriihrt, getrocknet und gemahlen. Das Trocknen (auf 
dem Wasserbad) dauerte auBerordentlich lange, war aber doch 
schlieBlich zu erreichen, so da8 durch Vermahlen ein gleich- 
maBiges Pulver erhalten wurde. Dasselbe wog 59,1 g, der 
N-Gehalt desselben ergab sich im Mittel zu 0,96°), = 5,97. 
Somit sind eingefiihrt 55,03 g N. Der mit Kieselgur abgegrenzte 
und damit vermischte Kot wog nach dem Trocknen 57g. Der 
N-Gehalt war im Mittel 3,54°/, — 2,018g. Danach sind von 
dem eingefiihrten N nur 3,67°/, nicht ausgenutzt, der Gebalt 
des Futters an Formaldehyd hat also die Ausnutzung des 
Fleisches nicht verschlechtert. 


1) Der N-Gehalt des Fleisches zu 3,4°/, gerechnet, um jede zu giin- 
stige Annahme zu vermeiden. 
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2. Die Ausscheidung des Formaldehyds durch den 
Harn. — Der Harn gab, direkt untersucht, die Schrywersche 
Reaktion nicht, meine Reaktion deutlich, aber nicht besonders 
stark. Das Destillat — 100 ccm des durch Essigsiure konser- 
vierten Harns, davon */, bis */, abdestilliert — gab die Schry- 
wersche Reaktion deutlich, meine meistens ziemlich stark. 

Die Feststellung der Quantitét des ausgeschiedenen Form- 
aldehyds stieB auf erhebliche Schwierigkeiten, die nicht voll- 
standig iiberwunden werden konnten. Schon an einer anderen 
Stelle dieser Mitteilung, sowie an einem anderen Orte') habe 
ich darauf hingewiesen, daB es schwer hilt, den Formaldehyd 
vollstandig in das Destillat zu bekommen, jedenfalls dazu nicht 
geniigt, wenn man etwa *, abdestilliert und die Destillation 
nach Zusatz einer dem Destillat gleichen Menge Wasser zum 
Destillationsriickstand wiederholt. Es erwies sich vielmehr not- 
wendig, noch weiter abzudestillieren und auBerdem den Harn 
mit Schwefelsiure anzusduern. 

Das erste Destillat gab regelmaBig bei Zusatz von Jod 
und Natronlauge Jodoform, das zweite nicht, und es war iiber- 
haupt an diesem keine Jodbindung zu konstatieren. Dagegen 
gab das zweite Destillat noch, bald deutlich, bald nur andeu- 
tungsweise, meine Reaktion, namentlich beim Verdiinnen der 
fertigen Probe. Auffallenderweise aber gab es nicht die doch 
als sehr empfindlich anerkannte Reaktion mit fuchsinschwefliger 
Saure (Grosse-Bohlesche Lésung). Es ist médglich, daB diese 
schwache Reaktion nicht von Formaldehyd herriihrt, sondern 
von Oxymethylfurfurol, das die Reaktion mit fuchsinschwefliger 
Saéure nicht gibt und bei Destillation des Harns mit Saure 
namentlich Mineralsiure, entstehen kann. Andererseits aber 
darf man in der Deutung meiner Reaktion als positiv auch 
nicht zu weit gehen, denn wenn man bei einem blinden Ver- 
such (also Wasser, Pepton, Eisenchlorid, Salzsaure) recht ener- 
gisch, kocht, was daher zu vermeiden ist, so zeigt die Probe 
nach dem Stehen auch eine schwache violette Farbung oder 
richtiger Nuance und von den Reaktionen auf Oxymethylfur- 
furol in den betreffenden Destillaten war nur die mit Re- 
sorcin -+- Salzsiure und die mit Sesamél + Salzséure andeu- 
tungsweise zu erhalten, und auch diese nicht regelmaBig. 
4) Zeitschr. f. Nahrungs- u. GenuBmittel 28, 234, 1914. 
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Eine weitere Schwierigkeit ergab sich fiir die Anwendung 
des Romijnschen Verfahrens, des Titrierens mit Jodlésung, da- 
durch, da die betreffienden Harne, wie beim Hundeharn ja 
nicht selten, Thiosulfat enthielten: sie gaben beim Destillieren 
einen recht merklichen Anflug von Schwefel im Kiihlrohr. Der 
Gehalt des Destillats an schwefliger Saure muBte natiirlich das 
Titrieren mit Jod beeintrachtigen. Es schien mir nun _ nicht 
der Miihe lohnend, ein zur Uberwindung aller dieser Schwierig- 
keiten geeignetes Verfahren zu suchen, ich hielt es vielmehr 
fiir ausreichend, festzustellen, wieviel Formaldehyd héchstens 
vorhanden sein konnte. 

Zu dem Zwecke verfuhr ich schlieBlich') folgendermaBen; 
100cem Harn wurden mit 10ccm verdiinnter Schwefelséure 
(200g Schwefelsdure auf 11 aufgefiillt) versetzt, dann 90 bis 
92 ccm abdestilliert und auf 100ccm aufgefiillt: Erstes De- 
stillat. Nach dem Erkalten wurden dem Kolbeninhalt 90 bis 
92 ccm Wasser hinzugesetzt, wieder 90 bis 92 ccm abdestilliert 
und auf 100ccm aufgefiillt: zweites Destillat. 

Von dem ersten Destillat dienten 90ccm zur Bestimmung 
des Formaldehyds nach Romijn durch Titrieren mit Jod und 
Natriumthiosulfat. Dabei trat, wie schon bemerkt, regelmaBig 
Jodoform®) auf: das Verfahren bedeutet also nur den Gesamt- 
jodverbrauch. Zur Anwendung kam eine "/,,-Jodlésung und eine 
Thiosulfatlésung, von der 10,2ccm 10ccm Jodlésung entsprachen. 
Bei der Bestimmung darf aber, wie bereits erwahnt, nicht diese 
Zahl zugrunde gelegt werden, sondern die bei einem blinden 
Versuch erhaltene: es zeigte sich, daB diese héher war, namlich 
10,5. Das zweite Destillat ergab keine Jodbindung, es wurde nicht 
weniger Thiosulfat verbraucht als im Kontrollversuch. Nach- 
dem dies einigemal konstatiert war, wurde das zweite Destillat 
bei der Bestimmung nach Romijn nicht mehr beriicksichtigt. 

Da das Jodverfahren zweifellos zu hohe Zahlen gab, wurde 


der Gehalt an Formaldehyd auch colorimetrisch bestimmt. 
Zum Vergleich diente eine Farbstofflésung, die aus 10ccm einer 


1) Die betrachtlichen Harnmengen gestatteten eine Reihe von Vor- 
versuchen und Doppelbestimmungen. 

®) Die Anwesenheit des gelb gefarbten Jodoforms in der mit Thio- 
sulfat zu titrierenden Fliissigkeit erschwerte etwas die Erkennung der 
sonst tiberaus scharfen Endreaktion. 
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Lésung von Formaldehyd 1: 250000") nach meinem Verfahren erhalten 
war und auf 50 bzw. 100 ccm verdiinnt wurde. 

Diese Farbstofflésung ist, im Dunkeln aufbewahrt, durchaus halt- 
bar, sie wurde indessen ab und zu erneuert. Die angewendeten 10 ccm 
enthalten */,,mg Formaldehyd. 

Zur Herstellung der Farbstofflésung aus den Destillaten wurde ver- 
schieden verfahren, Die restierenden 10 ccm des ersten Destillats wur- 
den zunachst aufbewahrt. Vom zweiten Destillat wurde die Reaktion 
mit 10 ccm angestellt; ergab sich diese als minimal, so wurde nur das 
erste Destillat benutzt; schien es dagegen, daB auch das zweite Destillat 
noch zu beriicksichtigen sei, so wurden zu den 10 noch restierenden ccm 
des ersten Destillats 10ccm des zweiten hinzugesetzt und von der Mi- 
schung 10 ccm zur Anstellung meiner Reaktion benutzt. Dieses zweite 
Verfahren hat den Nachteil, da8 die diinner ausfallenden Farbstoff- 
lésungen einen mehr rotlichen Ton haben, der den Vergleich erschwert. 
Die erhaltenen Farbstofflosungen wurden soweit mit Wasser verdiinnt, 
bis die Intensitit der Farbung der einen oder anderen Standardlésung 
gleich war. Die Vergleichung geschah im 100 cem-MeBzylinder von 
annihernd gleichem Durchmesser. Die Resultate sind natiirlich nur 
annihernd, fiir den vorliegenden Zweck jedoch geniigend. Wo eine gréBere 
Genauigkeit erwiinscht ist, steht nichts im Wege, die erhaltenen unver- 
diinnten, stark sauren Farbstofflésungen mittels des Dubosqschen oder 
eines aihnlichen Colorimeters zu vergleichen. 


Die Ergebnisse dieser Bestimmungen sind in der nach- 
stehenden Tabelle enthalten. 





| | Jodbindung durch | Schein- Formaldehyd 

| das Destillat barer | colorimetrisch 

Einge- | au ___—| Form- eailoeesieiteewns 

fiihrtes © °T™™ Harn} fiir fiir die Jaldehyd 

Forma-| alde- menge] 100 ccm Tages- ME tae | 2 der 

lin = | hyd ineem] Harn menge | nach 8 Tages- 

| 100 ccm 
4/,9cem- "/,,ccm-| Ro- menge 

| Jodlés. _ Jodlés. | mijn*) 








30. IIT.) 0,65 = 0,228 | 640 0,90 5,76 8,642)} 0,17 
31. I1L.} 1,00 0,350 | 770 0,90 | 6,93 10,40 0,27 
1. IV.) 1,00 0,350 | 730 0,85 6,20 9,30 0,24 
2. IV} 0,65%) 0,228 | 700 1,00 7,00 10,50 0,23 
8. IV.} 0,65 0,228 | 540 0,79 4,27 6,40 0,17 
4. IV. 0 0 | 565 0,79 4,46 6,69 0,16 
5. IV. 0 0 (|Verlust 0,69 ? ? ? 














stimmbar 


*) Die Richtigkeit der Lésung ist dadurch festgestellt, daB eine Lé- 
sung von 1: 5000 mit Jod und Thiosulfat bestimmt wurde; diese wurde 
dann weiter verdiinnt. 

*) Lem */,9-Jod = 1,5 mg Formaldehyd. 

8) Auf 0,65 Formalin wurde wieder zuriickgegangen, weil der Hund 
das Futter augenscheinlich nur widerwillig aufnahm. 
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Aus der Tabelle ergibt sich nun fiir die Formaldehyd- 
ausscheidung folgendes: 

Eingefiihrt sind im ganzen 1,384 Formaldehyd, ausgeschieden 
nach der Jodmethode 51,93 mg = 3,8°/,, die colorimetrische Be- 
stimmung ergibt dagegen nur eine Ausscheidung von 0,61°/,, also 
nur etwa 7), soviel. Es kann keinem Zweifel unterliegen, dab 
die Jodmethode von Romijn in diesem Falle viel zu hohe 
Zahlen ergibt, die colorimetrischen Bestimmungen jedenfalls der 
Wahrheit naher kommen, ja vielleicht auch noch etwas zu hoch 
sind infolge eines Gehaltes des Destillates an Oxymethylfurfurol. 
Der Formaldehyd ist also im Organismus des Hundes bis auf 
ganz geringfiigige Reste verschwunden, ohne Zweifel oxydiert. 

Mit einigen Worten méchte ich hier noch auf das Ver- 
haltnis der zur Formaldehydbestimmung benutzten Methode 
von Romijn zu der von Messinger fiir die Acetonbestim- 
mung angegebenen eingehen und zwar namentlich in der von 
Embden und Schmitz’) empfohlenen vereinfachten Form. 

Im Prinzip stimmen beide Methoden iiberein: bei Messinger 
wird das Destillat zuerst alkalisch gemacht, dann Jod zugesetzt; 
bei Romijn wird umgekehrt verfahren. Da aber in beiden 
Fallen die genannten Reagenzien unmittelbar nacheinander an- 
gewendet werden, so liegt ein Unterschied in dieser Richtung 
nicht vor; dagegen ist die Art, wie das Destillat erhalten wird 
und die weitere Behandlung desselben allerdings verschieden. 
Bei der Acetonbestimmung vermeidet man starke Saiure, um 
die Einwirkung auf die Kohlenhydrate des Harns und auf 
Phenolschwefelsaure auszuschlieBen; ferner wird zu demselben 
Zweck nicht soweit abdestilliert, endlich wird zur Bindung etwa 
vorhandener salpetriger Séure das Destillat mit Calciumcarbonat 
oder Magnesiumcarbonat behandelt und nochmals destilliert *). 
Diese letztere Operation kommt hier nicht in Betracht, da die 
Destillate keine salpetrige Saure enthalten; es kamen also nur 
die Kohlenhydrate und das Phenol in Frage. 

Es schien mir von Interesse, festzustellen, wie groB der 
Gehalt des nach Formaldehydzufuhr entleerten Harns an schein- 
barem Aceton ist. Dies lit sich leicht berechnen, indem man 
von der Gesamtquantitat des gebundenen Jods denjenigen An- 


1) Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden 8, 912. 
*) Nach der vereinfachten Methode fallt dieses allerdings fort. 
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teil abzieht, den der Formaldehyd nach der colorimetrischen 
Bestimmung erfordert'). Es ergeben sich so folgende Zahlen: 





Gebundenes Jod Davon auf Formal- Scheinbares 
Datum in "/,.Jodlésung dehyd zu beziehen Aceton 


30. IIT. 5,76 
31. III. 6,93 
1. IV. 6,20 
ae EY: 7,00 
3. IV. 4,27 
4. IV. 4,46 


Es war von vornherein klar, daB es sich hier nicht um 








einen besonderen Fall handelte, sondern um eine allgemeine 
Erscheinung. Leider konnte ich diese Voraussetzung, soweit es 
Hundeharn betrifft, nur an einem durch Chloroformzusatz kon- 
servierten bei Fiitterung mit Fleisch und Fett entleerten Harn 
priifen. Derselbe wurde so lange gekocht, bis das Chloroform 
vollstiindig entfernt war’), abgekiihlt, auf das urspriingliche 
Volumen aufgefiillt (D 1016) und so wie bisher behandelt. 
100ccm des Destillates*) brauchten zur Bindung der in ihm 
enthaltenen jodbindenden Substanz durchschnittlich 1,5 ® , ,-Jod- 
lésung, was ungefahr den obigen Werten entspricht. Formalde- 
hyd war in 10ccm mittels meiner Reaktion nicht nachzuweisen. 

Diese jodbindende und jodoformliefernde Substanz ist 
selbstverstandlich nicht Aceton. Das geht schon daraus hervor, 
da8 sie auch aus dem vorher lingere Zeit gekochten Harn er- 
halten wurde. Was ist nun diese jodbindende Substanz bzw. 
woraus entsteht sie? 

Man wird in erster Linie an die jodbindende, jodoform- 
liefernde Substanz denken, die bei der Einwirkung von Mineral- 
siuren aus Kohlenhydraten entsteht, auf die ich*) wohl zuerst 
aufmerksam gemacht habe mit dem Hinweis, daB dieselbe unter 
Umstanden bei der Bestimmung des Acetons im diabetischen 
Harn Fehler verursachen kénne. Neuberg®) hat dann den 


1) Der Einfachheit halber ist 1 com */,,-Jodlésung = 1 mg Aceton 
gerechnet, andererseits — 1,5 mg Formaldeh yd. 

*) Der Harn reagierte schwach sauer, die Dampfe alkalisch. 

*) Aus der Bestimmung von 90com auf 100 ccm umgerechnet. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 14, 476, 1890, und Arch. f. d. ges. Physiol. 
56, 339, 1894. 

5) C. Neuberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 27, 123, 1899. 

25* 





386 E. Salkowski: 


Gegenstand nach dieser Richtung verfolgt und die GréBen- 
anordnung des hierbei und auch bei der Phenolbestimmung 
etwa zu befiirchtenden Fehlers festgestellt, sowie ein Verfahren zur 
korrekten Phenolbestimmung angegeben; Borchardt’) hat die 
Gesichtspunkte hervorgehoben, die zur Vermeidung dieses Fehlers 
bei der Acetonbestimmung in Betracht kommen. Nun ist 
die Annahme sehr naheliegend, daB auch die jodbindende 
Substanz, die aus mit Saure destilliertem Harn in das Destillat 
iibergeht, Oxymethylfurfurol sei. Im vorliegenden Falle war 
aber Oxymethylfurfurol durch keine Reaktion sicher nachweis- 
bar, auch meine Reaktion an dem Destillat mu8 man wohl als 
negativ bezeichnen. Salpetrige Saure, die Jod bindet, war gleich- 
falls nicht vorhanden (negativer Ausfall der GrieBschen Re- 
aktion mit Metaphenylendiamin und verdiinnter Schwefelsaure). 
Phenol mag in Spuren vorhanden gewesen sein, dafiir sprach 
die deutliche Rosafarbung des Destillates beim Erhitzen mit 
Millonschem Reagens, waihrend Bromwasser versagte, aber das 
wiirde die Jodoformbildung nicht erkliren. Dasselbe gilt fiir 
Ameisensaure und schweflige Saure. Die Frage nach der Natur 
der jodoformbildenden, also jodbindenden Substanz in den 


Destillaten des angesiuerten Harns muB also — fiir Hunde- 
harn und auch fiir Menschenharn — einstweilen offen bleiben, 


indessen habe ich bisher doch feststellen kénnen, daB dieselbe 
nicht einheitlicher Natur ist. Alkalisiert man das Destillat mit 
Na,CO, und destilliert aufs neue, so triibt sich das Destillat bei 
Zusatz von Jodlésung. Es enthilt entsprechend der Angabe von 
Jaffe*) Indol*), dessen waBrige Lésung durch Jodlésung getriibt 
wird unter allmahlicher Bildung eines Niederschlages. Dampft 
man den im Kolben gebliebenen Riickstand vollig zur Trockne, 
so gibt die Losung desselben Jodoformreaktion und zeigt, vor- 
sichtig mit Salzsiure angesiuert, schwache Uffelmannsche 


‘) Borchardt, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 8, 62, 1906. 

*) Jaffe, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol, Supplementband, 
Festschrift fiir Schmiedeberg, 8. 299, 1908. 

5) Dampft man menschlischen Harn — etwa 2 Liter — bei durch Na- 
triumcarbonat alkalisch gehaltener Reaktion auf etwa '/,, ein, destilliert 
nach Ansdéuern mit Schwefelséure, alkalisiert das Destillat mit Na,CO, 
und destilliert aufs neue, so gibt das nunmehr erhaltene Destillat mit 
alkoholischer Lésung von Dimethylamidobenzaldehyd (para) und Salzsaure 
(Ehrlich) eine prichtige Violettfarbung. 
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Reaktion. Dies deutet auf Milchsiure hin. Das Vorkommen von 
Milchséiure im nativen Harn ware augenscheinlich eine Stiitze 
fiir den von verschiedenen Autoren — namentlich Embden 
und v. Fiirth — in neuerer Zeit angenommenen Ablauf der 
Oxydation des Zuckers im Organismus iiber die Milchsiure. 
Mit den Angaben in der Literatur, die sich allerdings alle 
auBer einer auf Verbindungen beziehen, die Formaldehyd in 
ziemlich fester Bindung enthalten, stimmen meine Beobach- 
tungen der minimalen Formaldehydausscheidung durch den Harn 
zum Teil iiberein, zum Teil nicht. Ich verweise in dieser Be- 
ziehung auf die Arbeit von Abelin’), in der die einschlagigen 
Beobachtungen angefiihrt sind. Hervorheben méchte ich nur 
die von Abelin selbst nach intravendser Injektion von Neo- 
salvarsan (formaldehydsulfoxylsaure Natriumverbindung des Sal- 
varsans) gemachten Befunde. Abelin fand, da der, am besten 
1/, Stunde, spitestens 3 bis 4 Stunden, nach der Injektion ge- 
lassene Harn direkt die Schrywersche Reaktion gibt. Dabei 
handelt es sich bei Abelin um nicht mehr als etwa 0,07 g mit 
dem Neosalvarsan eingefiihrten Formaldehyds beim Menschen, 
gegeniiber den 3- bis 5mal so groBen Dasen bei einem Hunde 
von 12kg. Wenn man auch in Betracht zieht, daB die Injek- 
tionen in die Venen gemacht wurden und der Harn kurze Zeit 
danach untersucht wurde, so bleibt die Differenz doch sehr 
auffallend und 1aBt den Zweifel aufkommen, ob die Reaktionen 
bei Abelin nicht doch vielleicht von unzersetzt in den Harn iiber- 
gegangenem Neosalvarsan herriihrten, das ja nach Abelin auch 
die Schry wersche Reaktion gibt. Abelinspricht sich gegen diese 
Annahme aus, indessen ist seine Beweisfiihrung, die sich namentlich 
auf die Widerstandsfaihigkeit des betreffenden Harns gegen die 
ammoniakalische Harngirung stiitzt, doch nicht ganz tiberzeugend. 
Versuche iiber den Ubergang und namentlich den Um- 
fang des Uberganges an freiem in den Magen eingegebenem Form- 
aldehyd in den Harn scheinen nicht ausgefiihrt zu sein. Nur 
eine Literaturangabe ist darauf zu beziehen, wenn sie auch nicht 
in diesem Sinne gedacht ist. Abelin erwahnt in seiner zitierten 
Arbeit eine dahingehende Angabe von Brugsch, daB nach Dar- 
reichung einer Verbindung von Formaldehyd mit Milchzucker 


1) Abelin, Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 75, 315. 
* 
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(0,12 pro die) selbst nach tagelangem Gebrauch kein Formaldehyd 
im Harn nachzuweisen war, sowie eine vermutlich dasselbe be- 
sagende von Rheinboldt. Nach den Untersuchungen von 
Thoms’) handelt es sich bei dieser sogenannten Verbindung von 
Formaldehyd mit Milchzucker, die im Handel unter dem Namen 
»formamint“ geht, nicht um eine Verbindung nach stéchiometri- 
schen Verhialtnissen, sondern um ein Gemisch (,,eine feste Lésung des 
Formaldehyds in Milchzucker“). Die Versuche von Brugsch sind 
also tatsichlich als mit freiem Formaldehyd angestellt anzusehen. 

3. Was endlich die Giftigkeit des Formaldehyds be- 
trifft, so ist sie friiher sicher sehr iiberschitzt worden, wohl 
beeinfluBt durch die verderbliche Wirkung intravenédser Injek- 
tion von Formalin und durch die groBe Reaktionsfahigkeit des 
Formaldehyds mit den EiweiBkérpern und diesen nahestehen- 
den Substanzen. Im Gegensatz hierzu konnte Blum®*) einem 
groBen Kaninchen per os 1,5 Formaldehydlésung (= 0,6 Form- 
aldehyd) ohne dauernde Schidigung geben. P. Rosenberg’) 
verabreichte zwei Kaninchen von 1670 bzw. 1450 g (allerdings 
im Laufe von 7*/, bzw. 15 Stunden) 0,48 bzw. 0,76 Form- 
aldehyd in Form einer Verbindung mit Milchzucker‘), ohne 
daB Vergiftungserscheinungen eintraten. Fr. Simon (I. c.) gab 
Kaninchen von 2650 resp. 2100g 1,0 bzw. 1,5 g des offizinellen 
Formaldehyd solutus (also 0,35 g resp. 0,52 g Formaldehyd in 
Wasser auf 50 cm verdiinnt) durch die Schlundsonde. Das 
erste Tier fraB am nichsten Tage sehr wenig, blieb aber sonst 
ganz munter, das zweite fraB nach der EingieBung nicht mehr, 
ohne im iibrigen ein gestértes Befinden zu zeigen und wurde 
(da der Versuch es erforderte) nach 24 Stunden getotet. Ich 
selbst habe Kaninchen 6fters 0,5 g Formalin mit Wasser ver- 
diinnt durch die Schlundsonde in den Magen gebracht, ohne 
danach etwas anderes zu sehen, als daB das Tier am niachsten 
Tage nicht fraB, wohl aber am zweitniichsten. 

Die vorliegenden Versuche sprechen gleichfalls gegen eine 


1) Thoms, Arbeiten aus dem Pharmazeutischen Institut der Uni- 
versitaét Berlin 11, 210 (1914). 

*) Blum, Miinch. med. Wochenschr. 1893, Nr. 32. 

8) Rosenberg, Therapie der Gegenwart 1905, 160; beide Zitate 
nach Fr. Simon, Diese Zeitschr. 65, 82, 1914. 

*) Betreffs dieser ,Verbindung“ vgl. die oben gemachten Angaben. 
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irgend erhebliche Giftigkeit. Angesichts der enormen Dosen 
Formaldehyd, welche die Tiere ohne Schiadigung vertragen, 
nimmt es wunder, daB die Therapie von diesem michtigen 
Desinfektionsmittel fiir den innerlichen Gebrauch kaum An- 
wendung gemacht hat, namentlich bei Infektionskrankheiten, 
die vom Darme ausgehen. Um die unangenehme Wirkung 
auf ,,die ersten Wege“ zu vermeiden, kénnte man ja eine der 
zahlreichen mehr oder weniger lockeren Verbindungen des 
Formaldehyds anwenden, aus denen sich leicht Formaldehyd 
abspaltet. Wiinschenswert wire allerdings, wenn vorher syste- 
matische, lingere Zeit fortgesetzte Fiitterungsversuche mit 
Formaldehyd an Hunden angestellt wiirden. 

Vermutlich ist an der Scheu vor der innerlichen Anwen- 
dung des Formaldehyds die Vorstellung schuld, daB die durch- 
aus noch nicht klare Giftwirkung des Methylalkohols auf durch 
Oxydation desselben im Organismus entstandenem Formaldehyd 
beruht, ein Vorgang, den Pohl'*) fiir unwahrscheinlich erklart. 


Zusammenfassung, 


1. Rinderblut hat sehr annahernd denselben EiweiBgehalt, 
wie bestes fettfreies Rindfleisch. 

2. Der Nihrwert des Rinderblutes ist dem des Fleisches gleich. 

3. Das Blut J48t sich einige Wochen durch Borsiure, 
Salicylsiure, Formalin konservieren. Konserviertes Blut ist 
nicht direkt zur Zubereitung von Speisen verwendbar, wohl 
aber das hieraus in tblicher Weise dargestellte auskoagulierte 
Bluteiwei8. Ein Mittel, das eine direkte Verwendung kon- 
servierten Blutes zulaBt, ist — abgesehen von starkem Zucker- 
zusatz — bisher nicht bekannt; vielleicht ware — nach 
friiheren Versuchen mit Milch — hierzu Methylchlorid (Mono- 
chlormethan) geeignet. 

4. Auskoaguliertes BluteiweiB halt sich in Chloroformwasser 
und '/,°/,iger Formalinlésung aufbewahrt, monatelang ganz un- 
verindert. Das anhingende Chloroform ist leicht zu entfernen. 

5. Unter Formalinzusatz in toto als zusammenhangende 
Masse durch Erhitzen koaguliertes Blut halt sich lange Zeit 


1) J. Pohl, Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 31, 302 
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unverandert. Dasselbe gilt von starkem Zuckerzusatz, wenn 
auch nicht in demselben Umfange. 

6. Der Zusatz von 0,6—1g Formalin taglich zum Futter 
wurde von einem Hunde von 12 kg gut vertragen, die Aus- 
nutzung des EiweiBes der Nahrung war nicht gestért. Nur 
ein minimaler Bruchteil des Formaldehyds — etwa 0,6°/, —_— 
erschien im Harn, alles andere wurde oxydiert. 

7. Die Giftigkeit des Formaldehyds bei innerlicher An- 
wendung ist sehr iiberschitzt, ausgedehntere Versuche hier- 
iiber waren, als Grundlage therapeutischer Verwendung, sehr 
erwiinscht. 

8. Destilliert man den Harn von mit Fleisch und Fett oder 
Fleisch, Fett und Reis gefiitterten Hunden weitgehend unter 
Zusatz von 2°/, Schwefelsiure, so gibt das Destillat mit Jod- 
losung und Natronlauge Jodoformreaktion, dasselbe gilt fiir 
menschlichen Harn. Der jodoformliefernde Kérper resp. die 
Muttersubstanz desselben, falls er erst durch Séurewirkung aus 
einer solchen entstehen sollte, ist unbekannt. Er kann nicht, 
oder wenigstens nicht immer, Oxymethylfurfurol sein, ein Teil 
desselben ist vermutlich Milchsiure. 





Studien zur Gerinnungsphysiologie. 

EinfluB von Alkalien und Séuren, Wirkung einiger EiweiB- 
fillungsmittel. Eine neue Theorie des Gerinnungsvorganges. 
Von 
E. Herzfeld und R. Klinger. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Medizinischen Klinik und aus 
dem Hygiene-Institut der Universitat Ziirich.) 


(Eingegangen am 19. Juli 1915.) 


Die vorliegende Arbeit gliedert sich einer gréBeren Reihe 
von Untersuchungen an, die wir gemeinsam mit Dr. Hirsch- 
feld begonnen haben und die eine systematische Priifung der 
die Gerinnung auslésenden oder beeinflussenden Vorginge nach 
ihrer chemischen und physikalischen Seite zum Ziele haben. 
Wir glauben daher, auf die theoretischen Voraussetzungen und 
auf die technischen Einzelheiten unserer Untersuchungen hier 
nicht naher eingehen zu miissen, da dieselben an anderer Stelle 
ausfiihrlich besprochen wurden’). Es sei hier nur daran er- 
innert, daB die Gerinnung des gesamten Blutes ein komplexer 
Vorgang ist, bei dem schon seit den Untersuchungen A. Schmidts 
die Thrombinentstehung und die Thrombinwirkung, 
d. i. die eigentliche Fibrinfallung, unterschieden werden. 

Nach dem Beispiele von Bordet und Delange haben 
auch wir diese beiden Vorginge bei unseren Studien stets aus- 
einandergehalten und, soweit es médglich ist, getrennt unter- 
sucht, was sich fiir die Analyse der uns beschaftigenden Phi- 
nomene sehr vorteilhaft erwiesen hat. 

Im folgenden werden Versuche mitgeteilt, die hauptsach- 
lich den Gerinnungsvorgang selbst zum Gegenstande haben und 
geeignet erscheinen, iiber das Wesen desselben Aufschliisse zu 
geben. Im Anschlu8 daran soll versucht werden, unter Heran- 
ziehung von chemischen Vorstellungen, die der eine von uns 


=) Technik und Theorie siehe Hirschfeld und Klinger, Zeitschr’ 
f. Immunitatsforschung 1913, 20; die Technik zum Teil auch in Deutsche 
med. Wochenschr. 1914, Nr. 32. 
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auf anderem Gebiete entwickelt hat‘), eine Theorie des Ge- 
rinnungsvorganges zu geben, die denselben mit anderen Eiweib- 
fillungen in Analogie zu bringen gestattet. Das Wesen des 
Thrombins und seine Beziehungen zu der Fibrinfallung sollen 
in einer folgenden Mitteilung erdrtert werden. 


Zur Versuchstechnik sei erwihnt, da8 wir unsere Serozymlésung 
aus Hammel- oder Ziegen-Oxalatplasma durch Rekalzifieren und Aus- 
pressen des Koagulums gewinnen. Zu der an der angegebenen Stelle ein- 
gehend beschriebenen Darstellungsweise sei hier bloB nachgetragen, daB sich 
ein geringer Zusatz 10°/,iger NaCl-Lésung zur 1°/,igen Na-Oxalatlésung, in 
der das Blut aufgefangen wird, als zweckmaBig herausstellte, da das Blut 
der verwendeten Tiere (namentlich bei haufigeren Blutentziehungen) in 
reiner 1°/,iger Oxalatlésung eine geringe Hamolyse erfaihrt, die die Giite 
der daraus dargestellten Serozymlésung beeintrichtigen kann. 

Als Cytozym wurde, soweit keine besonderen Angaben gemacht 
sind, der von Merck bezogene alkoholische Meerschweinchenherzextrakt 
(Syphilisantigen) verwendet, von dem jeweils eine frische Emulsion 
(0,lecm in 4ccm NaCl-Lésung gespritzt, als '/,, Merck bezeichnet) her- 
gestellt wurde. Als Oxalatplasma wurde nach den friiheren Angaben 
erhaltenes und verdiinntes Rinderplasma angewendet. 

Um eine richtige Beurteilung der im folgenden ausgefiihrten Ge- 
rinnungszahlen zu erméglichen, sei daran erinnert, daB Thrombinmenge 
und Gerinnungszeit einander nicht direkt proportional sind, sondern sich 
wie die Koordinaten einer Hyperbel entsprechen, wie aus folgendem 
Versuchsprotokoll ersichtlich ist. 

Fallende Mengen einer Thrombinlésung (15’ gestandene Mischung 
von Serozym 1,0 + Cytozym 0,8 + NaCl, 10,0 + CaCl,-Lésung 0,4) 
werden in Réhrchen abgefiillt, jeweils auf 2ccm Volumen mit NaCl- 
Lésung aufgefillt und 1,0 verdiinnter Oxalatplasmalésung zugesetzt. 
Gerinnungszeiten dieses Plasmas mit 


Thrombinlésung: 2,0cem 2’ 
91)! 


1/7 


. 8’ 
ae 
n 25° 
» 120’+(unvollstindig geronnen) 
»  fliissig. 
Man sieht, daB die Gerinnungszeiten zuerst nur relativ wenig, 
plétzlich aber (0,6ccm) sehr schnell zunehmen, wenn die Thrombin- 
menge allmiahlich fallt. 


Bedeutung der Salzkonzentration fiir die Thrombinbildung 
und Thrombinwirkung (Fallung). 
I. Thrombinbildung. 


Je 2,0 ccm der folgenden Verdiinnungen von NaC! in Wasser +- 0,1 com 
Serozym (konz.) + 2 Tropfen Merckextrakt (fallende Dosen) -+- 1 Tropfen 


1) E. Herzfeld, Diese Zeitschr. 1915, 70, 262. 
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CaCl,-Lésung, stehen 15’. Hierauf werden alle Réhrchen durch Zugabe ent- 
sprechender Menge von 10°), NaCl-Lésung resp. von Wasser auf die Kon- 
zentration von 0,9°/, gebracht und mit 0,9°), NaCl auf 2,7 com Volumen 
aufgefiillt. Diese Zusaitze miissen in ganz kurzer Zeit geschehen, worauf 
. sofort iiberall 1,0 cem Oxalatplasma(verdiinnt mit 0,9°/, NaCl) zugefiigt wird. 
In der letzten Reihe wurde 8°/,ige Traubenzuckerlésung verwendet, die 
ebenfalls auf 0,9°/, NaCl ergiinzt wurde. (N= netzige Gerinnung.) 
Cytozym- _____Art und Konzentration des Milieus 
Konzen- 7 | 0,89, 0,6°/, 0,9°/, 1,2°, 8°, 
tration | Wasser | Naci | NaCl | NaCl | NaCl | Zucker 


Meo me ae Ge a x 
100 Eo eee 
fl fl fl 


/320 . | 























II. Thrombinwirkung. 

Jedes Roéhrchen erhilt zuerst 1,5 ccm der entsprechenden Salz- 
lésung + 1,0cem Oxalatplasma, das mit jeweils gleich konzentrierter 
NaCl-Lésung (unter Zusatz von etwas Oxalat) verdiinnt wurde. In einem 
besonderen Réhrchen wird eine Thrombinlésung hergestellt (Serozym 2,0 
+ NaCl 6,0 -+-1/,, Merck 1,0 -+ CaCl, 0,3; 15’ Stehen) und hiervon fallende 
Mengen (0,7, 0,5, 0,3) in jede Reihe verteilt. 





0,3), | 0,6, 0,9°/, | 1,2°%> | 8°, 
Zucker 


Throm- woe | 
binmeng | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl 








0,7 5 ay’ | iv | 120 10’ 
0,5 ecg ety ae 13’ 
0,3 30’ 7 10’ 127° | fl 120’ 
Es ergibt sich, daB8 die Thrombinbildung in Abwesenheit 
von Elektrolyten (Wasser, Zuckerlésung) gar nicht oder nur 
spurenweise (in anderen Versuchen) nachweisbar ist. Das Opti- 
mum liegt bei einer Kochsalzkonzentration von 0,4 bis 0,6°/,,, 
stirkere Konzentrationen wirken ungiinstig. Ganz ahnlich verhalt 
es sich mit dem Fallungsvorgang selbst, fiir die Gerinnung gelten 
in bezug auf die optimale Salzkonzentration somit ganz gleiche 
Bedingungen wie fiir die Thrombinbildung, eine Ubereinstim- 
mung, die gegeniiber anderen Momenten keineswegs immer an- 
getroffen wird. Es ist ferner von besonderem Interesse, 
daB die gewoéhnlich als Milieu verwendete physiolo- 
gische (0,85°/,) NaCl-Lésung fiir die Gerinnung in vitro 
nicht die giinstigsten Bedingungen herstellt. 


EinfluB des Zusatzes geringer Siure- und Alkalimengen auf 
die Thrombinbildung und auf die Gerinnung. 


In zwei Reihen I und II werden die gleichen Mengen von Sero- 
zym, Cytozym und Ca (in gleichem Volumen) zum Zwecke der Throm- 
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binbildung stehen gelassen. In Reihe I geht diese Thrombinbildung in 
Anwesenheit von fallenden Mengen der auf ihre Wirkung zu priifenden 
Agenzien (Sauren, Alkalien oder Salze, (durchgehend '/,, n-Lésungen) 
vor sich; in Reihe II erfolgt der Zusatz der entsprechenden Menge dieser 
Lésungen erst nach 15’, also nach stattgefundener Thrombinentstehung 
unmittelbar vor Zugabe des Oxalatplasmas. In der Reihe I wird somit 
schon die Thrombinbildung durch die zu priifende Substanz beeinfluBt, 
in Reihe II nur der Fallungsakt selbst, die Wirkung des Thrombins. 

Von technischen Einzelheiten sei erwihnt, daB eine gemeinsame 
Serozym-Cytozymmischung (3,0 Serozym ++ 17,0 phys. NaCl-Lésung 
+ 2,0 1/,, Merck) hergestellt und hiervon in jedes Réhrchen 0,5 ccm ge- 
geben wurde. In Reihe I kamen zuerst die fallenden Mengen (1,0, 0,5, 
(),25, 0,1, 0,05) des Agens, die mit NaCl-Lésung auf 1,0 erginzt wurden, 
hierauf die Serozym-Cytoxymmischung (0,5) und 1 Tropfen CaCl,; nach 
15’ je 0,5ccm NaCl-Liésung und sofort 1,0 Oxalatplasma. In Reihe II 
zuerst je 1,0 NaCl-Lésung -+ 0,5 Serozym-Cytozymmischung +- 1 Tropfen 
CaCl,-Lésung, dann nach 15’ die fallenden Mengen des Agens, die sofort 
mit NaCl auf 2,0ccm Gesamtvolumen erginzt wurden (nur das erste 
Réhrchen hat 2,5 ccm Fliissigkeit) und 1,0 Oxalatplasma; in beiden Reihen 
findet die Thrombinbildung und die Gerinnung somit im gleichen Vo- 
lumen (1,5 resp. 3,0 ccm) statt. (A = Agglutination von ausgefallenen 
Fibrinflocken, keine eigentliche Gerinnung.) 





Z Reihe I Reihe IT 
Art = Zu- _Menge des Zusatzes in °/) | Menge des Zusatzes in ° ‘lo 
satzes . : og 

















| 1,0 | 0,5 0,25 OL 0,05 1,0 | 05 0,25 | 0,1 | 0,08 
woH....a81/8a18/8/a]a/ & | 35° | 12 
NH,OH “RE Ba wt Be f | r | 80’ | 13° 
NaCO, ..|/ f | f | & / 1") 10] A | fA | 807] 11] By 
ne nn ae ee ee a ee i ae ee 
NaHPO, | 2 2 il xiv ielae lav ivig| 9 
ee i | f |90°N, a | a | fl |150°A/ 44%) 4’ | 54) 
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H,PO,...| ff (30N 1204 fl | fl fi2’N 8 | 38° \3Y,| 5 
Borsiure . .| 1*/,’ | 2’ y | Y 154,’ , Te Ts Teh, 
NaH,PO, . |180°N 180’N 180’ 120’ 120’ y ie ial 4 
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9’ 
5/ 
5 
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A 
fl 
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Weinsiure .| fi fl fl 807 N fl fl fl 61/,/| 8 
Oxalsiure .| — | — | — };—!|-— ; fl {| 5 | 10’ | 25’ 
Milchsiure .| ff | ff 80°N, fl fi 80°N| 7” , 9 | 60’ 
Kontrolle II | | | 

Wasser. .| — | — | — | — | 20° }— | — | — | — | 22 


Die Kontrolle fiir die alkalischen und jene fiir die anorganischen, 
sauren Zusatze gab identische Werte und wurde daher nur einmal an- 
gefiihrt. Die vier organischen Siuren wurden in einem besonderen Ver- 
such gepriift und haben deshalb eigene Kontrollen (mit 1,0 phys. NaCl- 
Léisung angesetzt). Die in jeder Zeile angegebenen Zah!en sind jeweils 
mit der in derselben Kolonne, aber in der Zeile ,Wasser“ stehenden 
Zahl zu vergleichen, die die Gerinnungszeit ohne den betreffenden Zusatz 


3 
: 
3 

4 
2 
a 

4 

H 
4 
ay 
: 
Hd 

a 























& 


ae 
4 
i 





see SOE TRE Shc 





saute 





Studien zur Gerinnungsphysiologie. 395 


(der durch Wasser ersetzt ist) anzeigt. Die in Reihe I bei den sauren Zu- 
sitzen verzeichneten spaéten und unvollstandigen (N) Gerinnungen waren 
durch geringe Mengen von Thrombin bedingt, die im Serozym vorhanden 
waren; sie kamen namlich auch zustande, wenn kein Cytozym zugesetzt 
wurde und sind ein weiterer Beweis fiir die Verstirkung der Fillung 
durch die saure Reaktion, da ohne Siurezusatz in der cytozymfreien Kon- 
trolle erst nach 18 Stunden schwache Gerinnungen auftraten. 

Aus der Tabelle ergibt sich, daB schwach alkalische 
Reaktion (etwa "/,,-Bicarbonat) fiir die Thrombin- 
bildung und auch fiir die Gerinnung selbst von Vor- 
teil ist, wahrend stiarkere Alkalien schon in den kleinsten 
angewandten Mengen (0,05 ccm "/,, auf 1,5 cem Volumen) hem- 
mend wirken, resp. die Thrombinbildung unméglich machen. 
Zusatz starker dissoziierter Saéuren hemmt ebenfalls in den 
kleinsten Mengen die Thrombinbildung, nur schwache Sauren, 
die in ihrer Reaktion dem Neutralititspunkte sehr nahe stehen, 
wie Borsaure, wirken nicht mehr nachteilig. 

In anderen Versuchen mit 1°, Borséure war bei Zusatz von 
0,2cem noch deutliche Férderung zu bemerken, wihrend bei 0,4 bis 
0,6cem schon ein Umschlag in Hemmung eintrat. Abnlich wie Borsaéure 
wirkt auch Harnsiure, die als gesittigte Lésung ein ganz vorziigliches 
Milieu fiir Gerinnungsversuche darstellt. Ob durch diese Siuren die 
Thrombinentstehung selbst gesteigert wird, kann aus den Versuchen 
nicht ersehen werden, da, wie Reihe II zeigt, Borsiure auch das fertige 
Thrombin ganz ahnlich verstirkt; es ist vielmehr wahrscheinlich, dab 
der Borséurezusatz fiir die Thrombinbildung blo8 indifferent war, da- 
gegen bei der hierauf folgenden Fibrinfallung begiinstigend mitwirkte. 


Wirken die Séiuren somit auf die Entstehung des 
Thrombins nur hemmend ein, so liegen die Verhalt- 
nisse ganz anders, wenn die Wirkung auf das fertige 
Thrombin und auf den eigentlichen Gerinnungsvor- 
gang ins Auge gefaBt wird. Das einmal gebildete 
Thrombin vertrigt schwach saure Reaktion sehr gut 
und wird durch dieselbe in seiner fallenden Wirkung 
auf das Fibrinogen deutlich verstairkt. Die in der Ta- 
belle angefiihrten, sowie zahlreiche andere anorganische und 
organische Saiuren gaben, in geeigneter Menge zugesetzt, stets 
eine Beschleunigung und Verstérkung der Fibrinfaillung. Die 
stirker dissoziierten Saiuren wirken hierbei nur in entsprechen- 
der Verdiinnung férdernd, gréBere Mengen fiihren zu sofortigen 
EiweiBfaillungen im Thrombin (Hammelserum) und im Plasma, 
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die sich als opalescierende Triibung dokumentieren und eine 
echte Gerinnung verhindern. 


Wirkung von Metallsalzen und anderen EiweiBfallungsmitteln 
auf die Gerinnung. 

Nachdem sich ergeben hatte, daB Saéuren in geringer Menge 
(unter der resp. bis zur Grenze der Eiwei®fallung) die Thrombin- 
ausfallung des Fibrinogens begiinstigen, war es von Interesse, auch 
andere, eiweiBfallende Substanzen in dieser Hinsicht zu priifen. 
Es zeigte sich, da8 die meisten in diese Kategorie gehérenden, 
von uns untersuchten Stoffe (Metallsalze, verschiedene Alkohole, 
K6rper der Phenolreihe usw.) die Gerinnung giinstig beeinflussen. 

Wir fiihren als Beispiel 3 Protokolle an, die diese Wirkung 
bei Zusatz von Metallsalzen demonstrieren. Im Laufe der hier- 
her gehérigen Versuche haben sich einige Befunde ergeben, die 
Aufschliisse iiber die chemische Natur der Thrombinbildung 
versprechen, so daB eine nahere Erforschung derselben wiin- 
schenswert erschien. Wir werden daher in einer folgenden 
Arbeit auf dieses Gebiet zuriickkommen. 

Zu den Protokollen sei noch erwahnt, daB von den Metall- 
salzen 0,1°/, ige Losungen verwendet wurden und zwar in fallen- 
den Dosen (mit phys. NaCl auf 1,5 ccm ergiinzt); hierzu je 0,3 
einer Thrombinlésung und 1,0 Oxalatplasma. In der dritten 
Versuchsreihe je 1,0 NaCl + 0,6 Fibrinogenlésung +- 1 Tropfen 
Na-Oxalat +- 0,3 Thrombinlésung +- 0,2 der Salzlésung. 

1. (Oxalatplasma.) 
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2. (Oxalatplasma.) 
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3. (Fibrinogenlésung.) 
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Ohne Thrombin oder blo8 mit thrombinfreiem Serozym wurde in 
den betreffenden oxalathaltigen Plasma- oder Fibrinogenlésungen durch 
die gleichen Salzdosen héchstens nach Stunden eine flockig-fetzige Fil- 
lung beobachtet, meist trat nur ein Niederschlag des ausgefallenen oxal- 
sauren Kalks ohne irgendwelche Gerinnungen auf. 

Die Salzwirkung ist bei Verwendung von Oxalatplasma, 
das an sich viel stabiler ist als reine Fibrinogenlésungen, be- 
sonders deutlich, tritt aber auch bei letzteren gut hervor. Die 
Reihenfolge der Mischung ist fiir die Intensitét, bei manchen 
Salzen sogar fiir die Art der Wirkung von wesentlicher Be- 
deutung; es hangt dies mit der wechselnden Empfindlichkeit 
des Thrombins (ev. auch des Serozyms) gegen die einzelnen 
Metallsalze zusammen, wie spiter gezeigt werden soll. 

Die Wirkung der EiweiSfallungsmittel tritt besonders deut- 
lich zutage, wenn der Zusatz derselben nach der Mischung 
des Thrombins und des Fibrinogens (Plasmas) erfolgt. Wird 
eine Thrombindosis gewahlt, die nicht ausreicht, das 
Oxalatplasma vor mehreren Stunden zur Gerinnung 
zu bringen, so bewirkt etwa 10’ spater der Zusatz 
einer geringen Menge von Alkohol, oder einer Lésung 
eines Schwermetallsalzes eine in wenigen Sekunden 
ablaufende, typische Gerinnung. 

Versuchsbeispiel: In Réhrchen mit je 1,0 verdiinntem Oxalat- 
plasma werden fallende Mengen von Thrombin zugesetzt. Das Réhrchen 
mit der gréBten Dose (1,0) gerinnt nach 8’, dasjenige mit der um die 
Halfte kleineren Dose (0,5) erst nach 3 Stunden. In einem zweiten mit 
dieser kleineren Thrombinmenge versetzten Réhrchen wird nach 10’ langem 
Stehen 0,25 com 96°), iger Alkohol hineingespritzt und durch leichtes 
Schwenken (rasch) vermengt. Unmittelbar bei der Alkoholmischung 
treten einige fadige Gerinnsel auf, denen nach 10 bis 15 Sekunden die 
vollige Erstarrung der ganzen Fliissigkeit folgt, wahrend die Kontrolle, 
wie erwahnt, erst 3 Stunden spiter gerinnt. Das gleiche la8t sich z. B. 
mit 1°/), CuSO,- oder FeCls-Lésung hervorrufen. In thrombinfreien 
Plasmalésungen l4Bt sich mit denselben Dosen der EiweiBfallungsm ittel 
eine Gerinnung oder irgendeine Fiallung nicht hervorrufen. GrdBere 
Mengen des Fallungsmittels fiihren, wie schon oben betont, nie zur Ge- 
rinnung, sondern blo8 zu einer flockigen Fiallung. 

Da sich zwischen der Fibrinogenfallung und der chemischen 
EiweiBfallung (durch die iiblichen EiweiBfallungsmittel wie Sauren , 
Schwermetallsalze usw.) ein gewisser Zusammenhang ergeben hatte , 
schien es berechtigt, die von E. Herzfeld fiir die Lésung resp. 
Fallung von EiweiSkérpern entwickelte Theorie auch auf den 
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Gerinnungsvorgang zu iibertragen und zu priifen, inwieweit sich 
dieselbe hier durch experimentelle Ergebnisse stiitzen lieBe. 


Theorie des Gerinnungsvorganges. 


Auf Grund seiner Untersuchungen kam E. Herzfeld zu der An- 
sicht, daB nur die durch Hitzekoagulation gewonnenen (,,denaturierten“) 
EiweiBkérper im strengen Sinne als solche bezeichnet werden kénnen, 
: wahrend die tibrigen sogenannten Eiweifkérper Gemische von kolloi- 
oe dalem Eiwei8 mit mehr oder weniger von Abbauprodukten desselben 
: darstellen; diesen Beimischungen verdanken sie ihre Wasserldslichkeit. 
Werden die Abbauprodukte entfernt, so fallen die EiweiBkérper aus. 
Am griindlichsten geschieht dies bei der Hitzekoagulation, bei der sich 
die kolloidalen EiweiBteilchen zu gréBeren Klumpen zusammenballen 
und nur sehr wenig Spaltprodukte mitgerissen werden (wobei unter 
Spaltprodukten Albumosen, Peptone, Polypeptide und Aminosiuren ver- 
standen sind, namentlich solche, die aus dem betreffenden EiweiBmolekiil 
stammen). Zur Auflésung der denaturierten EiweiSkoagula bedarf es 
zunachst einer partiellen Spaltung, z. B. mit Saure oder Alkali; erst 
wenn dadurch wieder Abbauprodukte geschaffen werden, ist die Még- 
lichkeit einer Uberfiihrung in den kolloidalen Zustand gegeben. 





: Bei der Dialyse wird dagegen das Eiwei8 nicht so griindlich von 
t seinen Spaltprodukten befreit und falit daher nur teilweise aus; die aus- 
# gefallenen Partikelchen haben noch relativ gréBere Mengen von Spalt- 


produkten adsorbiert und kénnen daher leicht wieder in Lésung ge- 
bracht werden. Ahnliche Verhiltnisse, wie bei der Dialyse bestehen bei 
der Fallung durch Neutralsalze; auch die Fallung mit Schwermetall- 
salzen und Sauren beruht auf der Entfernung oder besser Umwandlung 
(Bindung, Salzbildung) der Abbauprodukte, wodurch dieselben ungeeignet 
werden, die EiweiBmolekiile in Lésung zu halten. 


Die gelésten EiweiBkérper unterscheiden sich nach diesen 
Vorstellungen von den ungelésten durch das Vorhandensein 
einer entsprechenden Menge von Abbauprodukten. Auf das 
Gebiet der Gerinnungslehre iibertragen, wiirde diese Theorie 
verlangen, das Fibrinogen als ein durch Abbauprodukte 
in Lésung gehaltenes Fibrin und dieses als ein seiner 
Spaltprodukte beraubtes Fibrinogen zu definieren. Die 
Gerinnung miiBte folglich durch alle Vorgange oder Sub- 
stanzen ausgeloést werden, die dem Fibrinogen die zu 
seiner Lésung unerlaBlichen Abbauprodukte entziehen. 

Wir méchten im folgenden eine Reihe von Tatsachen an- 
fiihren, die fiir eine derartige Auffassung des Gerinnungsvor- 
ganges sprechen. Zum Studium der uns beschaftigenden Frage 
ist es angezeigt, ,reine“ Fibrinogenlésungen zu verwenden, da F 
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die Verhaltnisse im Oxalatplasma weit komplizierter und schwerer 
beurteilbar sind. Es ist aber selbstverstindlich, da8 die Theorie 
auch die Vorginge, wie sie bei der natiirlichen Blutgerinnung 
sich abspielen, aufzukliren haben wird. 

Die Darstellungsweise und die Eigenschaften der reinen 
Fibrinogenlésungen sprechen bereits in mehrfacher Hinsicht fiir 
die Richtigkeit der oben angefiihrten Annahmen. 


Beobachtungen bei der Darstellung von Fibrinogenliésungen. 


Nach Reye') werden 100 Teile Plasma mit 40 Teilen 
Ammonsulfat versetzt, wodurch eine nicht sehr reine Fibrinogen- 
fallung entsteht; wahrscheinlich enthalt dieser Niederschlag 
neben Fibrinogen noch andere Globuline. Weitaus reinere 
Praparate erhalt man, wenn auch in geringerer Ausbeute, nach 
Hammarsten’), wenn man 100 Teile Plasma mit 100 Teilen 
gesattigter NaCl-Lésung vermischt. Diese Methode haben wir 
am hiaufigsten angewandt, wobei Rinderoxalatplasma (scharf 
zentrifugiert) als Ausgangsmaterial diente. Es war auffallend, 
da8 bei einigen Plasmen auf Zusatz von gleichen Teilen ge- 
sattigter Kochsalzlésung keine Fallung auftrat. Erst die Zu- 
gabe von verhaltnismaBig kleinen Mengen einer gesittigten 
Ammonsulfatlésung erzeugte einen Fibrinogenniederschlag, 
der aber noch andere Globuline enthielt. Nach dem Aus- 
waschen dieser Fallung mit gesattigter Kochsalzlésung (Mischen 
und scharfen Abzentrifugieren) liste sich diese in 5—8°/, NaCl- 
Lésung gut auf, und diese Lésung gab beim Versetzen mit 
dem gleichen Volumen einer gesattigten Kochsalzlésung nun so- 
fort eine Fibrinogenabscheidung. Es mu8 angenommen werden, 
daB das Plasma Stoffe enthielt, die das Fibrinogen gut in Lésung 
hielten und eine Fallung durch gesittigte Kochsalzlésung verhin- 
derten, so daB zur Abscheidung noch ein besseres Globulinfallungs- 
mittel, das Ammoniumsulfat, notwendig war, das auch die stabili- 
sierenden Faktoren entfernen konnte. Durch wiederholtes Auf- 
lésen des Fibrinogenniederschlages in 5—8°/, NaCl und Fallen 
mit dem gleichen Volumen einer gesattigten Kochsalzlésung wurde 
von den, das Fibrinogen in Lésung haltenden Stoffen im mer 
mehr entfernt und so das Fibrinogen stets leichter ausfallbar. 


1) Reye, Dissert. StraBburg 1898. 
*) Hammarsten, Arch. f. d. ges. Physiol. 22, 431, 1880. 
Biochemische Zeitschrift Band 71. 26 
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Wir geben ein Beispiel einer derartigen Verarbeitung eines 
Plasmas, dessen einzelne, verschieden stabile Fibrinogenfrak- 
tionen auch zu einigen (der weiter unten angefiihrten) Versuche 


verwendet wurden: 

160 ccm Rinderoxalatplasma (frisch, gut zentrifugiert) werden mit 
160 com gesattigter (kalkfreier) Kochsalzlosung versetzt; es tritt keine 
Fallung ein. Es werden hierauf noch 20 ccm einer gesattigten Ammo- 
niumsulfatlésung zugesetzt; reichliche Fallung. Der Niederschlag wird 
zentrifugiert, dreimal mit gesattigter Kochsalzlésung gemischt und aber- 
mals zentrifugiert; der derart gewaschene, gelatindse Bodensatz mit 
140 ccm (da das Volumen des Niederschlages etwa 20 com betrug) 2°/, 
NaCl-Lésung versetzt, worin es sich gut auflést und durch ein Watte- 
filter suspensionsfrei gemacht werden kann: 

Fibrinogenlésung I. Hiervon wurden 20 ccm fiir Versuche 
weggenommen, der Rest (140 ccm) mit 150 com gesittigter Kochsalz- 
lésung versetzt, wobei das Fibrinogen nunmehr gut ausfallt (faserig- 
schleimig), zentrifugiert und dreimal gewaschen, wie oben. Riickstand 
in 120 com 2°/, NaCl gelést und wiederholt durch Watte filtriert: 
Fibrinogenlésung II. Hiervon wurden 20 ccm fiir Versuche weg- 
genommen, der Rest (100 ccm) in gleicher Weise wie I gefallt und ge- 
waschen, schlieBlich in 100 com 2°/, NaCl gelést: Fibrinogenlésung III. 

Stabilitaét der drei Fibrinogenlésungen: Im Kiihlraum (++ 5°) 
aufbewahrt, ist LoésungI noch nach 4 Tagen vollstandig klar, 
selbst wenn sie mit Wasser so weit verdiinnt wird, daB der NaCl- 
Gehalt nur noch 1°), betrégt. Loésung II halt sich gut 2 Tage, 
ist am 3. Tage teilweise flockig ausgefallen. In 1°/,iger Koch- 
salzlésung bleibt sie durch Stunden fliissig, ist aber am anderen 
Morgen in toto geronnen. Losung III fallt schon nach 20 Stun- 
den in 2°/, Kochsalz ziemlich reichlich aus. 

Parallel dieser ungleichen Haltbarkeit der einzelnen 
Lésungen ging auch ihre Fiallbarkeit durch Thrombin. So 
gerann eine auf 1°/, NaCl gebrachte Lésung von Nr. I mit 
0,5 cem einer Thrombinlésung in zwei Stunden, eine ebensolche 
von Nr. II in 4 bis 5 Minuten, Nr. III in 3 bis 4 Minuten. 

Wenn EiweiBabbauprodukte fiir die Léslichkeit des Fibrins 
von Bedeutung sind, wie dies die oben entwickelte Theorie fordert, 
so ist zu erwarten, daB 1. die Entfernung der Abbauprodukte die 
Stabilitat einer Fibrinogenlésung merklich, eventuell bis zur Fal- 
lung herabsetzen und daB 2. umgekehrt Zugabe derartiger Sub- 
stanzen zu Fibrinogen-Lésungen deren Stabilitat erhGhen wird. 
Es wurden diesbeziiglich folgende Versuche ausgefiibrt. 
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Entfernung von Abbauprodukten durch Dialyse. 


Werden an sich stabile Fibrinogenlésungen (in 1°), NaCl 
gelést) gegen 1°|, NaCl dialysiert, so tritt in denselben 
meist schon nach 24 Stunden eine Gerinnung auf, die 
haufig bis zum geleeartigen Erstarren der ganzen Fliissigkeit fiihrt; 
hie und da kam es in unseren Versuchen blo8 zu flockigen Nieder- 
schlagen. Dasselbe 14Bt sich auch mit verschiedenen Oxalat- 
plasmen (Rind, Mensch) hervorrufen; werden dieselben (throm- 


binfrei gewonnen) mit dem 1- bis 2fachen Volumen physiologi- 
scher Kochsalzlosung verdiinnt und gegen das 20- bis 40fache 
Volumen derselben(kalkfreien) K ochsalzlésung (im Kihlraum) 
dialysiert,so gerinnen sie meistens nach 1 bis 3 Tagen; zu- 
weilen ist mehrmaliger Wechsel der Dialysierfliissigkeit erforderlich. 

Auch Pekelharing hat (Zeitschr. f. physiol. Chem., 85, 341, 1918) 
ein Versuchsprotokoll mitgeteilt, in dem ein altes Pferdeserum nach 
Dialyse bessere Thrombinwirkung ausiibte, als vorher. Zur Erklarung 
nimmt er Entfernung ,gerinnungswidriger Stoffc* an, iiber deren Natur 
er sich jedoch nicht ausspricht. 


Versuche mit Zusatzen von EiweiBabbauprodukten und deren 
EinfluB auf die Thrombinbildung und Gerinnung. 


Von Abbauprodukten wurden einige Peptone untersucht und zwar: 
Pepton aus Fibrin, Seidenpepton Héchst, Antipepton Griibler, Ampho- 
pepton Griibler, ferner ein Peptid Kahlbaum (Leucylglycin). 1°/,ige 
Lésungen dieser Peptone wurden in fallenden Mengen in Réhrchen ab- 
gefiillt und auf je 1,5 ccm mit physiologischer Kochsalzlésung erginzt; 
hierauf wird sofort je 1,0 ccm einer stabilen Fibrinogenlésung (Fraktion I) 
in 1°/, NaCl zugesetzt. Gleichzeitig wird in einem besonderen Réhrchen 
Thrombin vorbereitet (aus Serozym, Merckextrakt und NaCl). Nach 15’ 
Stehen wird von der letzteren je 0,3 ccm in jedes Réhrchen abgefiillt; die 
Kontrolle enthielt statt Peptonlésung nur physiologische Kochsalzlésung. 








Menge des Zusatzes 


Z 
Art des Zusatzes 08 O05 03 l 0.1 


Fibrinpepton 25’ + | se 3 Pd 
Seidenpepton 10’°+ TH? | (5A 11/,’ 
Antipepton 12’°+ 8’ | 3’ Fie 
Amphopepton 7 6’ 2’ | 
Leucylglycin . Fi 5 a’ | 1,’ 
Physiol. NaCl Mi, = —- |; = 
Es ergibt sich, daB die Gerinnung in dem mit 
Pepton gestandenen Fibrinogen nicht nur deutlich 
verzogert, sondern auch schwacher, unvollstandiger 


(+) auftrat als in der Kontrolle. Am starksten zeigte 
26* 
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sich die gerinnungshemmende Wirkung beim Pepton 
aus Fibrin. Ahnliche Resultate ergab ein zweiter Versuch 
mit denselben Lésungen, in dem aber das Thrombin zuerst 
zum Pepton und erst zum Schlu8 das Fibrinogen zugesetzt 
wurde; hierbei waren die beobachteten Gerinnungsunterschiede 
gegeniiber der Kontrolle weniger deutlich ausgesprochen wie 
im obigen Versuch (Fibrinpepton z. B. 10’, 5*/,’, 2’, 2’, Kon- 
trolle 2’). Die Wirkung der Peptone war somit entschieden 
deutlicher, wenn dieselben zuerst einige Zeit mit der Fibrinogen- 
]ésung in Kontakt gelassen wurden. 


In den folgenden Versuchen wurde die Wirkung der Peptonzusitze auf 
die Thrombinbildung in Oxalatplasma gepriift. Die schon oben verwendeten 
Peptonlésungen werden in fallender Menge (auf 1,5 mit NaCl erganzt) mit 
Serozym und Cytozym und CaCl, 15’ stehen gelassen und hierauf Oxalatplas- 
ma zugesetzt. Im Versuch 1 war die Serozymmenge etwas gréBer (0,5 com 
5fach verdiinnten Ziegenserozym) als in Versuch 2 (0,3 Serozym). 




















Versuch 1 Versuch 2 


Menge des Zusatzes Menge des Zusatzes 
08 | 05 | 03 | 0,1 08 | 05 | 08 | 01 


| T 

Fibrinpepton . | 80’ + | 12’ ls fi 1485 | 24 
Seidenpepton . | 50’ + | 24’ ls 14"+| 14» | 25’ 
Antipepton . |40’+ |10’ | ls 145 | 145 
Amphopepton | 6’ 3’ ls 4 | 1, 
Leucylglycin . | 10’ 41)’ | | 10’ jh 
Physiol. NaCl | 1*/),’; — | — 11)’ f— | = 

Versuch 2 wurde 1'/, Stunden beobachtet und 
Morgen (14*) der letzte Befund notiert. 


Es zeigt besonders beim Fibrinpepton eine starke 
Hemmung, die bei Verwendung kleinererSerozymdosen 
zum groBen Teil in absolute Ungerinnbarkeit iiber- 
ging, wahrend die Kontrolle in 1*/, Minuten gerann. 


Wir haben jedoch nicht immer und mit allen Peptonen Hemmung 
beobachtet. So ergab eine Lésung von Wittepepton (1°/,) in folgendem 
Versuch entschiedene Beschleunigung der Gerinnung. 

1,0 NaCl-+ 0,1 Serozym -+- Peptonlésung (fallend und auf 1,0 mit 
NaCl erginzt)-++ 3 Tropfen Merckextrakt ‘/,,-+-1 Tropfen CaCl,, 15’ 
Stehen, hierauf Oxalatplasma. 


Art des 
Zusatzes 
| 























am folgenden 








Menge des Zusatzes 
08 | 05 | O38 | 


Q5’+ | 25+ 

Albumosenlésung 18’ 8 31/,’ 
Wittepepton 14/7 14,’ 2’ 
Physiol. NaCl 5 — | — 


Art des Zusatzes 
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Man beobachtet eine wesentlich bessere Thrombinbildung in An- 
wesenheit von Wittepepton; auch eine Albumosenlésung (1°/,) hat in kleinen 
Dosen deutlich begiinstigt, in grésseren gehemmt. Fibrinpepton wirkte auch 
in diesem Versuch nur hemmend. Wir haben ahnliche, fordernde Wirkung 
noch in einzelnen anderen Versuchen erhalten, doch war Hemmung 
die Regel. Es scheint hier die Beschaffenheit des Serozyms, eventuell 
auch des Oxalatplasmas als ein fiir die Wirkung dieser Zusiitze bedeu- 
tungsvoller und keineswegs konstanter Faktor eine Rolle zu spielen. 

Die Wirkung der Aminoséuren, Peptide und Albumosen 
auf die Gerinnung wurde von Zunz und Gyérgy') in sehr 
ausgedehnten Untersuchungen studiert. Sie stellten fest, daB 
kleine Mengen dieser Substanzen haufig férdernd auf die Ge- 
rinnung, speziell auf die Thrombildung einwirken, wahrend 
groBere Dosen die Gerinnung hemmen oder ganz verhindern . 
Auch sie fanden groBe Unterschiede der fiir die einzelnen 
Plasmen optimalen Zusatzmengen. Mit Hetero- und Proto- 
albumosen beobachteten sie ein eigenartiges Fallungsphinomen , 
das sie als ,,Floculoagglutination“ bezeichnen und dessen Natur 
noch nicht geklart ist (vielleicht mit der Plasteinbildung verwandt ?) . 


Zusatz von EiweiBabbauprodukten zu gerinnenden Fliissig- 
keiten. 


Wir haben nur die relativ stabilen Fibrinogenlésungen, 
wie sie in den oben mitgeteilten und anderen ahnlichen Ver- 
suchen erhalten wurden, mit Peptonlésungen versetzt und deren 


Einflu8 auf die spontane Ausflockung des Fibrins gepriift. 

Die Fibrinogenlésungen II und III wurden mit Wasser aa ver- 
diinnt und so auf 1°/, NaCl gebracht (Lésung II ein Tag alt, Lésung III 
frisch). Hiervon wurde je 1,5 ccm mit 0,5 cem der 1°/,igen Peptonlésungen 
versetzt; die Kontrollen wurden mit 0,5 ccm Wasser und (in Riicksicht 
auf Isotonie) mit ebensoviel einer 0,5°/,igen NaCl-Lésung angesetzt. Nach 
4 Stunden Stehen konnte folgendes beobachtet werden: 





| Lésung 11 | - Lésung III 








zieml. feste Gerinnung flockig netzige Gerinnsel 
0,5°/, NaCl zieml. feste Gerinnung flockige Gerinsel 
Fibrinpepton klar klar 
Seidenpepton zarte Gerinnung klar 
Antipepton zarte Gerinnung klar 
klar, an der Oberflache 

Amphopepton einige Gerinnsel } klar 
Leucylglycin zarte Gerinnung klar 





1) Arch. internat. de Physiol. 14, 4, 1914. 








3 ry 
yy 
| 


BAR ea eines |i g N lhn  o 


Bs 
bd 
ra 


404 E. Herzfeld u. R. Klinger: 


Von einer anderen Fibrinogenlésung werden je 
2,0 cem (1°/, NaCl) mit Wasser resp. mit Fibrinpepton, 
Wittepepton und miteiner 1°),,.-Hirudinlésung (je 
0,5 cem) versetzt. Die Kontrolle mit Wasser ist am niach- 
sten Morgen geronnen, das mit Wittepepton versetzte 
Réhrchen zeigt flockige Gerinnsel, die beiden anderen 
Rohrchen sind fliissig und klar geblieben. 

Wir haben also eine Reihe von Versuchsergebnissen mit- 
geteilt, die zugunsten der von uns gegebenen Theorie des Gerin- 
nungsvorganges sprechen: die Méglichkeit, durch Dialyse (Entfer- 
nung von Abbauprodukten) Fibrinogenlésungen und Oxalatplasmen 
zur spontanen Gerinnung zu bringen; die Tatsache, daB gewisse 
EiweiBabbauprodukte unter geeigneten Bedingungen (speziell das 
aus Fibrin hergestellte Pepton) die Thrombingerinnung von Plas- 
men und Fibrinogenlosungen verzégern oder aufheben und die 
spontane Gerinnung nicht stabiler Fibrinogenlésungen verhindern. 

Wir méchten aber betonen, da8 wir durch diese Befunde 
die aufgestellte Theorie noch nicht als endgiiltig bewiesen an- 
sehen wollen und geben zu, daB dieselbe noch weiterer experi- 
menteller Nachpriifung bedarf. Wenn auch vorlaufig keine 
Beobachtungen vorliegen diirften, die gegen die Richtigkeit 
unserer Auffassung sprechen, so bleiben doch einige Tatsachen 
ungeklart und bediirfen weiterer Untersuchung. 

So wire zu verlangen, daB die von Zunz und Gyorgy, 
sowie auch von uns in einigen unserer Versuche gemachten 
Befunde, wonach gewisse EiweiBabbauprodukte die Gerinnung 
nicht nur nicht hemmen, sondern deutlich begiinstigen, auf- 
geklart wiirden. Es kann angenommen werden, daB diese 
Férderung der Thrombinwirkung dadurch zustande kommt, 
daB die betreffenden Verbindungen (Aminosduren, Peptone usw.) 
mit den in der Fibrinogenlésung enthaltenen Abbauprodukten 
reagieren (mit denselben héhere Komplexe bilden, oder aber sie 
abbauen) und dieselben dadurch ungeeignet machen, das Fibrin in 
Lésung zu halten. Es ware aber auch denkbar, daB sich ihre Wir- 
kung zunichst auf das Thrombin erstreckt und nur indirekt den 
Fallungsvorgang beeinfluBt. Die je nach der Menge bald for- 
dernde, bald hemmende Wirkung vieler hierhergehériger Stoffe 
148t vermuten, daB nicht ein einziger und einheitlicher Vorgang 
vorliegt, sondern vielleicht beide Moéglichkeiten zutreffen. 
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Von groBter Bedeutung wird es namentlich sein, zu unter- 
suchen, ob auch die Thrombinwirkung durch die Theorie 
in befriedigender Weise aufgeklart und auf das gleiche Grund- 
phainomen einer Wegnahme (oder Bindung) von Abbauprodukten 
zuriickgefiihrt werden kann. Es scheint daher unerlaBlich, zunachst 
in dieser Richtung weiter zu forschen und das Wesen dieses eigen- 
artigen KO6rpers, soweit es méglich sein wird, zu kliren. 

Solange diese Frage nicht beantwortet ist, mdchten wir 
uns versagen, auf eine Reihe von Erscheinungen einzugehen, 
die mdéglicherweise in der aufgestellten Theorie eine Erklarung 
finden werden, deren nahere Untersuchung nach dieser Rich- 
tung hin aber noch aussteht (so die Ungerinnbarkeit des zirku- 
lierenden Blutes und die Gerinnung in vitro, ferner die Auto- 
lyse des Koagulums, auBerdem die Herabsetzung der Blut- 
gerinnbarkeit nach Peptoninjektion und im anaphylaktischen 
Shock, das Wesen gewisser Antithrombine, z. B. Hirudin usw.). 


Zusammenfassung. 


1. Die fiir die Thrombinbildung optimale Reaktion 
ist die neutrale oder eine bicarbonatalkalische. Sauren 
hemmen in kleinsten Dosen. 

2. Fir die Thrombinwirkung (Fibrinfallung) erwies 
sich alkalische Reaktion hemmend, Zusatz von Sauren 
dagegen fordernd. 

3. Ahnlich wie Saéuren begiinstigen auch viele 
andere EiweiBfallungsmittel die Thrombinwirkung. 

4. Es wurde daher versucht, die von E. Herzfeld 
aufgestellte Theorie der Léslichkeit und Fallung 
der EiweiBkorper auf den Gerinnungsvorgang zu tiber- 
tragen. In der Tat lieB sich nachweisen, daB die 
Lésungsstabilitat des Fibrinogens durch gewisse 
EiweiBabbauprodukte (besonders Fibrinpepton) deut- 
lich beeinfluBt wird. 














Die Wirkung des Lichtes auf die lebenden Organismen. 
Von 
Fritz Schanz-Dresden. 


(Eingegangen am 29. Juli 1915.) 


Das Licht verandert die Struktur der EiweiBkorper 
in dem Sinne, daB aus leicht léslichen schwerer lés- 
liche werden. Das ist das biologische Grundgesetz iiber die 
Wirkung des Lichtes auf die lebende Substanz. Wir wissen 
jetzt, wie das Licht als Motor eingreift in das Triebwerk alles 
irdischen Lebens. Wir wissen jetzt auch, daB wir den Gang 
dieses Triebwerkes beschleunigen und hemmen kénnen. Wir 
sehen, wie Pigmente der Haut die Lichtwirkung vermindern, 
und wie sich anderseits durch gewisse Stoffe, die dem K6rper 
eingefiigt werden, die Wirkung des Lichtes steigern la8t. Wie wir 
durch gewisse Stoffe die Lichtwirkung auf die photographische 
Platte erhdhen kénnen, so kénnen wir auch die Lichtwirkung 
auf das lebende Gewebe beeinflussen. Das haben uns in erster 
Linie die Arbeiten von v. Tappeiner und Jodlbauer gelehrt. 
Hausmann hat sich in einer Untersuchung ,,Die photodyna- 
mische Wirkung des Chlorophylls und ihre Beziehung zur photo- 
synthetischen Assimilation der Pflanze“ mit der photodynamischen 
Wirkung des Chlorophylls beschaftigt. Er hatte friiher’) schon 
gezeigt, daB methylalkoholische Extrakte griiner Pflanzen in- 
tensiv photodynamisch auf rote Blutkérperchen wirken. Er 
versetzte Suspensionen von gewaschenen roten Blutkérperchen 
mit den methylalkoholischen Ausziigen griiner Blatter und be- 
kam in den belichteten Proben Hiamolyse, die in den unbe- 
lichteten nicht auftrat. Die photodynamische Wirkung griiner 
Pflanzenausziige lieB sich unschwer auch mit Paramiicien nach- 
weisen. Im Dunkeln blieben die Paramacien, wenn sie durch 





1) Diese Zeitschr. 12, 331. 
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sorgfaltige Neutralisation der Ausziige vor der freien Séure ge- 
schiitzt wurden, am Leben, wahrend sie im Lichte, im Sonnen- 
licht sowohl wie im hellen diffusen Tageslicht zugrunde gingen. 
Mit krystallisiertem Chlorophyll (0,05°/, Lésung in Methylalkohol) 
priifte er jetzt’) Paramicienaufschwemmungen, von denen der 
eine Teil belichtet, der andere Teil im Dunkel aufbewahrt 
wurde. Die ersten gingen rasch zugrunde, die im Dunkeln 
gelassenen Proben zeigten keine Stérungen. Dieselben Proben 
wurden mit Blutkérperchenaufschwemmungen vorgenommen. 
Nach kurzer Belichtung zeigte sich komplette Hamolyse, wah- 
rend die unbelichteten Proben keine Verainderungen aufwiesen. 
Phylloporphyrin verhielt sich ahnlich wie das Chlorophyll. 
Hausmann suchte danach die Frage zu beantworten, in 
welchem Zusammenhang diese photodynamische Wirkung des 
Chlorophylis mit der photosynthetischen Assimilation griiner 
Pflanzen steht. Er erwahnt, da8 zuerst Timiriazeff das Chloro- 
phyll als Sensibilisator im AssimilationsprozeB angesprochen. 
Engelmann’) hat sich dieser Anschauung angeschlossen und 
das farblose Stroma des Chlorophyllkornes direkt mit der photo- 
graphischen Platte verglichen und die Wirkung des Chlorophylls 
mit der der Sensibilisatoren. Hausmann glaubt durch seine 
Versuche gezeigt zu haben, daB das Chlorophyll nicht nur die 
Eigenschaft der photographischen Sensibilisation hat, sondern 
daB es auch die photodynamische Wirkung fluorescierender Sub- 
stanzen besitzt. Jost hat der photographischen Sensibilisations- 
theorie entgegengehalten, daB man die Einwirkung des Chloro- 
phylls auf den an sich nicht assimilationsfahigen Chloroplasten 
nicht mit der Sensibilisierung lichtempfindlicher Platten ver- 
gleichen diirfe, da in einem Falle die lichtempfindliche Substanz 
mit dem lichtunempfindlichen, ungefarbten Chloroplasten ver- 
glichen wurde. Auch Hausmann halt es nur fiir notig, dab 
das Chlorophyll als Energieiibertrager wirkt. ,,Ein anderes 
lichtempfindliches Substrat ist nicht nétig und in der Tat auch 
nicht vorhanden.“ Er nimmt an, daf das Chlorophyll unter 
Lichteinwirkung Reizwirkungen ausiibt, und da dieser Reiz, 
der vom Chlorophyll im Lichte auf den an sich unempfindlichen 


1) Diese Zeitschr. 16, 294. 
*) Th.W.Engel mann, Farbe und Assimilation. Bot. Zeitg. 1883, 20. 
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Chloroplasten ausgeiibt wird, einen der Hauptmomente fiir die 
Anregung der photosynthetischen Assimilation griiner Pflanzen 
darstellt. 

Diese Anschauung ist meiner Ansicht nach jetzt nicht 
mehr zu halten, wo feststeht, daB die EiweiSkérper und mithin 
auch der Chloroplast lichtempfindlich sind. Wie ich e‘ngangs 
erwahnt, wirkt das Licht auf die Struktur der Eiwei8kérper 
in dem Sinne, daB aus leichtléslichen schwerer losliche werden. 
Das lehrten mich meine Untersuchungen an der Augenlinse 
und am Blut*). Ich habe gezeigt, daB durch die Lichteinwirkung 
auf die EiweiBkérper der Augenlinse diese hirter werden und 
schlieBlich gerinnen. Dadurch entsteht die Altersweitsichtigkeit 
und der Altersstar. In den EiweiBkérpern des Blutes erzeugt 
das Licht ganz gleichartige Verinderungen. An der Augenlinse 
lieB sich zeigen, daB es Mittel gibt, die, ahnlich wie die Sensi- 
bilisatoren auf die photographische Platte, beschleunigend auf 
die Lichtveranderungen im LinseneiweiB einwirken. Diese Sensi- 
bilisatoren sind der Traubenzucker und in weit staérkerem Mabe 
das Aceton. Auch im Blut finden sich solche Sensibilisatoren. 
Traubenzucker und Aceton wirken auch dort in gleicher Weise. 
Eosin vermag die Lichtwirkung im Blut ganz besonders intensiv 
zu steigern. Nicht nur im Reagenzglas! Den Versuch hat in 
Deutschland schon vor Jahren die Regierung im groBen Mab- 
stab durchgefiihrt. Um die Futtergerste von der Braugerste 
zu unterscheiden, hatte der Gesetzgeber bestimmt, daB in der 
Futtergerste etwa jedes 7. Korn mit Eosin leicht angefarbt 
sein miBe. Ein solcher Eosinzusatz war als unbedenklich 
erklart worden. Bei den Versuchen, bei denen die Tiere in 
Stallen gehalten wurden, konnten keine Schadigungen an den- 
selben festgestellt werden. Anders gestaltete sich die Sache 
in der Praxis. Die Tiere, die solche Gerste gefressen und der 
Einwirkung des Lichtes ausgesetzt waren, erkrankten unter 
heftigen Erscheinungen. Es waren keine Eosinschadigungen, 


1) F. Schanz, Die Wirkungen des Lichtes auf die lebende Zelle. 
Miinch. med. Wochenschr. 1915, Nr. 19. — F. Schanz, Die Wirkungen 
des Lichtes auf die lebende Substanz. Arch. f. d. ges. Physiol. 161. — 
F. Schanz, Sonnenstich-Hitzschlag, Miinch. med. Wochenschr. 1915, 
Nr. 29. 
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sondern Lichtwirkungen, die durch das Eosin bis zu schweren 
Erkrankungen gesteigert wurden. 

Ahnliche Lichtschadigungen kennen wir noch bei der Fiitte- 
rung mit Buchweizen. Die im Winter mit Buchweizen ge- 
fiitterten Tiere erkranken im Friihling, wenn sie auf die 
Weide kommen, an schweren Hautentziindungen, wihrend die 
im Stall gehaltenen Tiere gesund bleiben. 

Als Mittel, die die Lichtwirkung auf die Eiwei8kérper des 
Blutes steigern, kommen auBer dem oben erwahnten Trauben- 
zucker und Aceton noch andere Stoffe in Frage. Ich habe 
bis jetzt noch die Milchséure, den Harnstoff und das Himato- 
porphyrin darauf gepriift. Sie haben sich als recht kraftige 
Sensibilisatoren erwiesen. Bei Strapazen und Hunger wird 
der Zucker, der in der Leber und in den Muskeln als Gly- 
kogen aufgespeichert ist, wieder fliissig gemacht. Es wird nach 
allen bisherigen Erfahrungen nicht direkt oxydiert, sondern 
es zerfallt vorher in seine Bausteine, namlich Traubenzucker. 
Normalerweise reguliert sich der Zuckergehalt des Blutes, aber 
bei Strapazen und Hunger werden gréBere Mengen durch das 
Blut von den Depots nach den Verbrauchsstellen gebracht. 
Ist die Person bei den Strapazen der Einwirkung starken 
Lichtes ausgesetzt, so wirkt der Zucker als Katalysator. In 
den Muskeln bildet sich bei Arbeit Milchséiure. Bei intensivem 
Licht wirkt sie in derselben Weise. Unter den Gallenfarbstoffen 
wird es Substanzen geben, die ebenso wirken. Von Harnstoff 
und Hamatoporphyrin konnte ich solche Wirkungen feststellen. 
Es scheint also eine ganze Anzahl solcher Photokatalysatoren 
in unserem Korper zu geben und mit den Nahrungs- und 
GenuBmitteln fiihren wir auch noch solche ein. Einer der 
starksten ist der Alkohol’). Bei starker Arbeit und mangel- 
hafter Nahrungszufuhr wird die Bildung solcher Stoffe im Kor- 
per gesteigert, in Unkenntnis ihrer Gefahr werden sie wohl 
auch in erhéhtem MaBe dem Korper zugefiihrt. Es ist gar 
nicht ausgeschlossen, daB es unter solchen Umstanden zum 
Zerfall von Hamoglobin und zur Bildung von Hamatoporphyrin, 
einem der kraftigsten Photokatalysatoren, kommt. Wir sehen 


1) F. Schanz, Sonnenstich-Hitzschlag. Miinch. med. Wochenscelir. 


1915, Nr. 29, S. 979. 








Tape 


i ® 
‘i 
ie 
Pt 











410 Fritz Schanz: 


dann bei intensiven Lichtwirkungen die Reaktion nicht im 
Blute selbst, sondern in den empfindlichen Apparaten des K6r- 
pers, mit denen das Blut in Beriihrung kommt. Es kommt zu 
den Erscheinungen des Sonnenstiches und Hitzschlages. 

Wir haben hier sehr intensive photokatalytische Prozesse. 
Sehr ernste Schadigungen unserer Gesundheit! Das sind die 
extremsten Wirkungen. Auf denselben ProzeB sind aber auch 
die wohltatigen Wirkungen des Lichtes auf unseren Korper zu 
beziehen. Bei dem GenuB des Sonnenlichtes wirken alle diese 
Faktoren mit und erzeugen das Wohlbehagen, das wir bei 
Sonnenschein empfinden, die Kraftigung, die wir bei Reisen 
ins Gebirge und an die See erleben, hangt zum Teil mit dieser 
Lichtwirkung zusammen. 

Wie steht es mit dem LichtgenuB der Pflanzen? Der 
Chloroplast ist nicht, wie man jetzt annimmt, lichtunempfindlich. 
Das EiweiB des Chloroplasts ist mit aller Wahrscheinlichkeit 
wie die tibrigen Eiwei8k6rper lichtempfindlich. Das Chlorophyll 
wirkt darauf als Katalysator. Die photokatalytische Wirkung 
des Chlorophylls auf die Blutkérperchen und die Paramicien ist, 
wie schon eingangs erwahnt, von Hausmann festgestellt. Ich 
habe sie auf das SerumeiweiB folgendermaBen gepriift: 1 g 
Chlorophyllésung des Handels wurden mit 100 g physiologischer 
Kochsalzlésung verdiinnt. */,, 4 und 10 ccm dieser Lésung 
wurden 50 ccm Serumeiwei8 zugesetzt und die ersten 2 Kélbchen 
mit physiologischer Kochsalzlésung auf 60 ccm aufgefiillt. Diese 
Kélbchen wurden auf das Dach gestellt, der gleiche Versuch 
ins Dunkle. Nach 2 Tagen wurden die Proben untersucht 
und verglichen. Aus jedem Koélbchen wurden 10 ccm Lésung 
herauspipettiert und in Reagensréhrchen gefiillt. Jedem Reagens- 
réhrchen wurden zunichst 2 ccm gesattigte Kochsalzlosung zu- 
gesetzt, dann wurde jedem Rohrchen mit einer feinen Pipette 
0,01 ccm stark verdiinnte Essigséure so lange zugesetzt, bis sich 
in den ersten Rohrchen hauchartige Triibungen zeigten. Man 
wartet dann am besten ab, die Niederschlige nehmen ohne 
jedes Zutun allmahlich zu. Man erhalt schlieBlich folgendes 
Bild: In den belichteten Réhrchen tritt ziemlich gleichzeitig 
der Niederschlag auf, die unbelichteten Rohrchen zeigen bei 
gleichem Essigsiurezusatz noch nicht die geringste Tribung, 
wahrend die belichteten sich schon sehr intensiv getriibt haben, 
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und diese Triibungen nehmen zu entsprechend dem Gehalt an 
Chlorophyll. Es wurde die Probe zum Vergleich auch mit 
gesattigter Ammoniumsulfatlosung ausgefiihrt. Es wurde den 
Proben zuerst 5 ccm dieser Lésung zugesetzt und dann gleich- 
maBig 1 ccm, bis die ersten Triibungen sich zeigten. Das Er- 
gebnis war dasselbe. 

Der Versuch lehrt also, daB das Chlorophyll auch auf das 
Serumeiwei8 als miachtiger Katalysator wirkt. Wo bei so viel 
EiweiBarten diese Wirkung feststeht, diirfte man auch berechtigt 
sein, fiir die EiweiBkérper des Chioroplasten dieselbe Wirkung 
anzunehmen. Das Licht wirkt auf die Struktur der Eiweif- 
stoffe der Pflanzen in dem Sinne, da8 aus leichtléslichen schwerer 
lésliche werden. Im Pflanzenkérper gibt es, wie vor allem durch 
die Arbeiten von C. Neuberg erwiesen ist, zahlreiche, besonders 
anorganische Stoffe, die auf die organischen Substanzen der 
Pflanzen als Photokatalysatoren wirken. Dem Chlorophyll 
kommt keiner gleich. Wir haben hier den groBartigsten photo- 
katalytischen Vorgang in der Natur. 

Im Aufbau und beim Stoffwechsel im pflanzlichen wie im 
tierischen Organismus spielen die anorganischen Stoffe eine 
groBe Rolle. Neuberg hat erwiesen’), daB nahezu alle 
organischen Stoffe eine ausgesprochene Sensibilitét erlangen, 
wenn sie mit bestimmten anorganischen Stoffen gemischt sind. 
Wahrend praktisch die in den Pflanzen vorkommenden Sauren 
keinerlei Lichtempfindlichkeit zeigen, erwerben sie eine solche 
in sehr ausgesprochener Weise, wenn sie in Gegenwart be- 
stimmter mineralischer oder organischer Katalysatoren von den 
Sonnenstrahlen getroffen werden. Als solche Katalysatoren, 
welche die Lichtenergie iibertragen, sind Eisen-, Mangan-, 
Arsen-, Uran-, Quecksilbersalze einerseits, bestimmte organische 
Chromophore (Anthracenderivate) andererseits zu nennen. Bringt 
man nach den Angaben von Neuberg und Peterson’) z. B. 
Milchsiurelésung in Gegenwart einer Spur Eisensalz in das 
Sonnenlicht, so entweicht Kohlensiure und es entsteht Acet- 
aldehyd, dabei vermindert sich natiirlich die Aciditét. Ganz 
aihnlich ist der Abbau der Weinsaure, der Citronensdure, der 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 305, 1908; 29, 279, 1910; 61, 
315, 1914. 
*) C. Neuberg und W. H. Peterson, diese Zeitschr. 67, 63, 1914. 
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Apfelsaure, der Bernsteinsiure und anderer organischer Sauren, 
wenn sie in Gegenwart des Katalysators und von Luft der 
Einwirkung des Lichtes ausgesetzt sind. Stets erfolgt eine 
charakteristische Molekilverkleinerung unter Entbindung von 
Kohlenséure, wobei fast immer weniger saure Substanzen ge- 
bildet werden. 

Als Photokatalysatoren sind Eisen- und Mangansalze weit 
verbreitet, geringe Spuren geniigen, um katalytische Prozesse 
zu veranlassen. Auch Uran-, Arsen-, Quecksilbersalze werden 
von Neuberg als Katalysatoren bezeichnet. Mir lag jetzt 
daran, mich uber die Wirkung der Mineralsalze als Photo- 
katalysatoren auf die EiweiBkérper zu orientieren. Ich hielt 
es desbalb fiir angebracht, in der Natur vorkommende Mineral- 
salzlosungen auf diese Wirkung zu priifen. Ich verwandte zu 
diesem Versuch eine Anzahl Mineralwasser. Der Versuch wurde 
folgendermaBen ausgefihrt: 

Blutserum wurde 20fach mit physiologischer Kochsalz- 
losung verdiinnt, durch Berkefeldfilter filtriert. In 20 Erlen- 
meyersche Kélbchen wurden je 50 ccm dieser EiweiBlosung ge- 
bracht. In je 2 dieser Kélbchen wurden 10 ccm destilliertes 
Wasser und dann in je 2 derselben ebensoviel von den zu 
untersuchenden Mineralwissern gebracht. Die Mineralwiasser 
waren, um ihnen die Kohlensaéure zu entziehen und um sie zu 
sterilisieren, vorher einige Zeit erhitzt worden. Es wurde bei 
der Erhitzung darauf geachtet, daB kein Niederschlag auftrat. 
Die eine Halfte der Kélbchen wurde auf das Dach, die Ver- 
gleichskélbchen ins Dunkle gestellt. Von Anfang an ist még- 
lichst steril gearbeitet worden, und am Ende der Belichtung 
erwiesen sich alle Kdélbchen steril. Der Versuch wurde in 
gleicher Weise 2mal, das eine Mal mit 2tagiger, das andere 
Mal mit 4tagiger Belichtung ausgefiihrt, beide Versuche fiihrten 
zu gleichem Ergebnis. 

Der Vergleich der Proben wurde folgendermaBen vor- 
genommen: Aus jedem Kolbchen wurden 10 ccm herauspipettiert 
in Reagensrohrchen, die belichtete Probe neben der entsprechen- 
den unbelichteten. Jedem Reagensrodhrchen wurden zunachst 
2 ccm gesattigte Kochsalzlésung zugesetzt und dann mit einer 
feinen Pipette der Reihe nach 0,01 ccm stark verdiinnte Essig- 
siure. In allen belichteten Réhrchen trat der Niederschlag 
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eher auf als in den unbelichteten, doch zeigen die belichteten 
Roéhrchen unter sich sehr erhebliche Abweichungen. Am ehesten 
und intensivsten kam die Triibung in dem Réhrchen, in dem 
der EiweiBlésung 10 ccm destilliertes Wasser zugesetzt war. 
Bei den Proben mit den Mineralwaissern kam die Tribung 
spater und erreichte auch nicht dieselbe Dichte. Die Reihen- 
folge nach der Intensitat der Triibung war in beiden Ver- 
suchen: 

Diirkheimer Maxquelle (arsenhaltig), Oberharzer Sauer- 
brunnen Wilder Mann, Tassiloquelle (arsenhaltig), Télzer Jodtrink- 
quelle, Elsterer Moritzquelle (eisenhaltig), Pyrmonter Stahlquelle, 
Karlsbader Miihlbrunnen, Elsterer Salzquelle, Dunaris. 

Der Versuch zeigt also, daS es unter den Mineralsalzen 
Stoffe gibt, welche die Lichtwirkung auf die EiweiBkérper ver- 
langsamen, am ausgesprochensten war dies bei dem Dunaris- 
wasser. Wir haben hier negative Photokatalysatoren, wahrend 
das Chlorophyll, Hamatoporphyrin, Phylloporphyrin, Trauben- 
zucker, Aceton, Milchsdure, Harnstoff als positive Photokata- 
lysatoren anzusehen sind. Es bedarf weiterer systematischer 
Untersuchungen, um die Photokatalysatoren fiir die Pflanzen 
zu ermitteln, vor allem wird die Priifung der Stoffe, die sich 
in den Diingemitteln finden, unsere Kenntnisse in dieser Frage 
fordern. 

Fiir mich kommt es jetzt nur darauf an, zu zeigen, dab 
bei dem Lichtgenu8 der Pflanzen photokatalytische Vorgange 
von gréBter Wichtigkeit sind, die organischen Salze des Pflanzen- 
kérpers erleiden durch das Licht katalytische Veranderungen, 
aber auch die EiweiBkérper werden durch das Licht direkt 
verandert, ihre Veranderungen werden durch die Photokata- 
lysatoren, die der Pflanze aus dem Nahrboden zugehen, oder 
die sich im Organismus selbst bilden, beschleunigt und ge- 
hemmt. 

Fiir den tierischen Organismus werden die Verhaltnisse 
im Grunde dieselben sein. Mit unseren Nahrungsmitteln fiihren 
wir Photokatalysatoren (Alkohol, Chlorophyll, Traubenzucker 
usw.) ein. Im Organismus bilden sich solche (Traubenzucker, 
Milchséure, Harnstoff, Aceton, Hamatoporphyrin). Die obigen 
Versuche zeigen uns, da8 wir positive und negative Photokataly- 
satoren besitzen und damit die Lichtwirkung auf unseren Kor- 
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per dosieren kénnen. Neuberg hat in seinem Vortrag: Be- 
ziehungen des Lebens zum Licht’) schon auf diese Bedeutung 
der Mineralwisser aufmerksam gemacht und darauf hinge- 
wiesen, daf jede Brunnen- und Badekur sowie jede klimatische 
Behandlung, bei ,,Licht besehen“, eine Lichttherapie ist. Ich 
bin derselben Ansicht. Wir lernen hier einen neuen Heilfaktor 
kennen, der meiner Ansicht nach die héchste Beachtung ver- 
dient. 
1) C. Neuberg, Monogr. Berlin 1913, Allgem. Medizin. Verlags- 
anstalt. 
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I. Einleitung. 







ag 

u Es gibt eine Anzahl Fragen auf physiologischem und kli- 
cf nischem Gebiete, deren Beantwortung nur médglich ist, wenn 
oF man iiber ein genaues Verfahren zur quantitativen Bestimmung 






geringer Kaliummengen verfiigt. Ist ja deren Prozentgehalt in 
ie organischen Filiissigkeiten bekanntlich sehr klein. 

Diese Uberlegung drang sich mir auf, als ich die Bewegung 
von Kalium zwischen Blutkérperchen und natiirlicher Umge- 
bung unter verschiedenen physiologischen Bedingungen stu- 
dieren wollte. 

Bis jetzt sind fiir die Kaliumbestimmung zwei Methoden 
gebrauchlich; sie sind gewichtsanalytischer Natur. Die dlteste 
ist die, nach der man aus der Asche alle Metalle, ausschlieBlich 
Natrium, entfernt und das Kalium mittels Platinchlorid ab- 
scheidet. Diese Methode ist umstandlich, kostspielig und nicht 
ee zuverlassig. In seiner beachtenswerten Arbeit auBert sich 
Einar Biilmann’) beziiglich dieser Methode folgendermaBen: 
»Die Empfindlichkeit hangt im wesentlichen von der Menge 
der gleichzeitig anwesenden Natriumsalze ab, und zwar so, daB 
sie sich ziemlich schnell verringert, wenn die Menge der letz- 
teren vergréBert wird. Ganz abgesehen von solchen Methoden, 
die gar nicht den Nachweis kleiner Mengen Kalium gestatten, 
wird selbst die Anwendung von Wasserstoffplatinchlorid recht 
problematisch und auch recht kostspielig, wenn es sich darum 
dreht, eine Spur eines Kaliumsalzes in einem Natriumsalze zu 
ermitteln. Schon die umstindlichen Operationen, die eine 
exakte Ausfiihrung dieser Reaktion erfordert, schlieBen ja in 
der Tat ihre Anwendung in diesem Falle aus.“ 

Eine groBe Verbesserung brachte die Anwendung des noch 
wenig beachteten de Koninckschen Kobaltreagenses (Natrium- 
kobaltinitrit), wodurch das Kalium in Gegenwart mancher 
Metallsalze als Kaliumnatriumkobaltinitrit niedergeschlagen 
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1) Einar Biilmann, Zeitschr. f. anal. Chem. 39, 284, 1900. 
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wird. Man hat dieses Verfahren bis jetzt nur fiir Seewasser 
(van Leent) und fiir Harn (Autenrieth und Bernheim) 
angewandt. 

Leider besitzen die betreffenden gelben Krystalle nach 
den Untersuchungen von Gilbert keine konstante Zusammen- 
setzung, so daB es nicht médglich ist, aus dem Gewicht der 
gelben Krystallmasse die Kaliummenge abzuleiten. Die genann- 
ten Autoren haben deshalb nach Gilberts Vorschlag diese Reak- 
tion nur benutzt, um aus dem gelben Pricipitat und zwar 
durch Zersetzung, das Kalium als Nitrat abzuscheiden und 
nach Umwandlung in KCl, mittels PtCl, oder HCIO, nieder- 
zuschlagen und zu wigen. 

Der Vorteil, den dieser iiber das Kobaltreagens gehende 
Umweg liefert, ist darin gelegen, daB man aus groBen Fliissig- 
keitsmengen, die nur wenig Kalium enthalten, letzteres in kon- 
zentrierter Form abscheidet. 

Indessen handelt es sich, es sei denn da8 man das K 
als K,PtCl, oder als KCIO, abscheidet, um Gewichtsanalysen, 
die, wenn es kleine Mengen gilt, keine groBe Genauigkeit zu- 
lassen. Jedenfalls soll man also méglichst betrachtliche Men- 
gen nehmen. 

Wahlen wir ein Beispiel: Bunge’) nahm fiir die Bestim- 
mung des Kaliums in Hundeblutserum 45,7g Serum und er- 
hielt daraus nur 0,0479 g K,PtCl,*). Um 45,7 g Serum zu be- 
reiten, braucht man wenigstens 120g Blut. Um einen Doppel- 
versuch anstellen zu kénnen, was ja immer sehr wiinschenswert 
ist, braucht man also 240ccm Blut. Von mehreren solchen 
Blutentziehungen, die z. B. mit einigen Stunden Zwischenraum 
aufeinander folgen und notwendig sind, um den EinfluB von 
Eingriffen in vivo auf die Zusammensetzung zu studieren, kann 
nicht die Rede sein, selbst wenn es sich um einen groben 
Hund handelt; denn auch der Einflu8 der Blutentziehung als 
solche wird sich hier geltend machen kénnen. Noch mehr fallen 
diese Beschwerden bei Kaninchen und auch beim Menschen ins 
Gewicht. 


1) Bunge, Zeitschr. f. Biol. 12, 204, 1876. 

*) Es entspricht das 0,0136g KCIO,. Aus verschiedenen G. «den 
tieht man es gegenwiartig vor, das Kalium in dieser Form zu best’xumen 
und zu wagen. 
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Handelt es sich also um die Frage, ob gewisse innerhalb 
der physiologischen Grenzen sich bewegende Einfliisse eine 
kleine Zu- oder Abnahme des Kaliumgehalts herbeifiihren, so 
stoBt man auf den Mangel an einer Methode, die sich mit 
einer geringeren Menge zufriedenstellen kann. 

Wir glauben diesen Mangel ausgefiillt zu haben, indem es 
uns gelungen ist, in 5ccm Serum oder 1 ccm Blut den Kalium- 
gehalt zu ermitteln, und zwar bis zu einer Fehlergrenze, die 
auch weit unter der der jetzt gebrauchlichen KC1O,-Methode’) liegt. 

Das Verfahren beruht auf der Volumbestimmung 
des durch Kobaltreagens (Natriumkobaltinitrit) er- 
zeugten krystallinischen Niederschlages von Kalium- 
natriumkobaltinitrit, das wir weiter nach Gilbert 
mit dem Namen ,Kobaltgelb* bezeichnen werden. 


Il. Einige Bemerkungen iiber die Anwendung der Zentri- 
fugalkraft zu quantitativ chemischen Zwecken. 


Die Anwendung der Zentrifugalkraft zu _biologisch -volu- 
metrischen Zwecken datiert schon vom Jahre 1890, als He- 
din*) mittels eines dafiir konstruierten, graduierten Capillar- 
rohrs, dem er den Namen Himatokrit beilegte, das Volum der 
Blutkérperchen im Blut maB nach Vermischung mit Miiller- 
scher Fliissigkeit (Kaliumbichromat). 

Danach habe ich*) die Zentrifugalkraft benutzt um den 
Einflu8 des osmotischen Drucks auf das Volum der roten Blut- 
kérperchen zu untersuchen, und andere‘) (Gryns°), C. Eyk- 
man®), Hedin’), Koeppe*) usw.) sind gefolgt. 


1) §. Anmerk. 2 S. 417. 

*) Hedin, Skandinav. Arch. f. Physiol. 2, 134, 360, 1890. 

3) H. J. Hamburger, Centralbl. f. Physiol., 17. Juni 1893. 

*) Es haben sich dariiber unrichtige Angaben in die Literatur ein- 
geschlichen, die ich in einer in diesem Zeitschriftheft abgedruckten Notiz 
richtigstellen werde. 

5) Gryns, Zittingsverlag Koninkl. Akad. v. Wetenschappen te 
Amsterdam, 24. Febr. 1894. 

®) C. Eykman, Onderzoekingen in het laboratorium voor patho- 
logische anatomie en bacteriologie te Weltevreden over het jaar 1894; 
dasselbe in Arch. f. d. ges. Physiol. 60, 340, 1895. 

”) Hedin, Skandinav. Arch. f. Physiol. 5, 207, 238, 1895; Arch, f. 
d. ges. Phys. 60, 360, 1895. 

’) Koeppe, Arch. f. d. ges. Physiol. 60, 154, 1895. 
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Spater benutzten wir die Zentrifugalkraft auch fir die 
Volumbestimmung anderer tierischer Zellen’). 

Auch wies Verfasser bei Gelegenheit des internationalen 
Physiologen-Kongresses*) in Heidelberg 1907 auf den Nutzen 
der Anwendung der Zentrifugalkraft fiir volumetrisch-chemische 
Zwecke hin. Er faBte die Vorteile der Volumbestimmung 
zu quantitativ chemischen Zwecken folgenderweise zu- 
sammen : 

1. Sie gibt ein Mittel an die Hand, um bei verschiedenen 
Temperaturen Gleichgewichtsreaktionen in heterogenen Systemen 
zu verfolgen, deren Studium bis jetzt unmdglich war. 

2. Bei Korperfliissigkeiten ereignet es sich nicht selten, 
daB Stoffe, die man durch Gewichtsanalyse quantitativ zu be- 
stimmen pflegt, in so geringen Mengen vorhanden sind, dab 
man ein zuverlissiges Resultat nicht erwarten darf, da der 
mogliche prozentische Fehler zu bedeutend ist. In solchen 
Fallen kann das Verfahren mit Erfolg benutzt werden. 

3. Auch in Fallen, daB eine gréBere Menge an Material 
zur Verfiigung steht, gewahrt die Methode noch den Vorteil, 
daB man den Niederschlag niemals auszuwaschen, einzuaschern 
und mehrmals zu wigen braucht, was insbesondere fiir Serien 
von Versuchen sehr zeitraubend ist. 

4. Diirfte auch aus rein physikalisch-chemischen Gesichts- 
punkten eine bequeme, zuverlassige Bestimmung des Verhilt- 
nisses zwischen Volum und Gewicht von Pricipitaten Interesse 
beanspruchen. 

Bereits ein Jahr zuvor hatte die Methode vorziigliche 
Dienste bei der Bestimmung der Gleichgewichtsreaktion zwi- 
schen Pricipitin und Antipracipitin geleistet’). 

Trotz der soeben genannten Vorteile hat bis jetzt die 
Volumbestimmung zu quantitativ-chemischen Zwecken wenig 
Anwendung gefunden. Ich glaube, daB die Ursache haupt- 


1) Hamburger, du Bois-Reymonds Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 
1898; vgl. auch Osmotischer Druck und Ionenlebre 3, S. 1. 

2) Hamburger, Die Anwendung der Zentrifugalkraft im physio- 
logischen Laboratorium (mit Demonstration). Sonderabdruck des be- 
treffenden Resiimees, Heidelberg 13. bis 16. August 1907. 

%) H. J. Hamburger und Svante Arrhenius, On the nature 
of precipitin-reaction. Proceedings of the kon. Akademie v. Weten- 
schappen te Amsterdam, 27. April 1906. 
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sichlich darin gelegen hat, daB die GréBe der den Nieder- 
schlag bildenden Teilchen dessen Volumen zu sehr beeinflusst, 
sowohl wenn das Pricipitat amorph, wie wenn es krystalli- 
nisch ist. 

Es ist somit von grofer Wichtigkeit, die Bedingungen 
ausfindig zu machen, unter denen die mittlere TeilchengréBe 
in allen Versuchen dieselbe ist. 

Das, und auch die ungenauen bzw. fehlerhaften Angaben 
iiber die Bedingungen einer vollsténdigen Ausscheidung des 
Kaliums sind die vornehmsten Ursachen gewesen, daB die 
Ausarbeitung unserer Methode Monate an Arbeit gekostet hat. 
Zuweilen schien es, als ob wir unseren Plan aufgeben miBten 
und wir gingen zu einer anderen Methode iiber, nimlich zur 
Bestimmung des Volums des krystallinischen KCIO,. Als aber 
auch hier die Resultate nicht befriedigend waren, kehrten wir 
wieder zum Kobaltreagens zuriick. 

Welchen Schwierigkeiten man begegnen kann, wenn man 
Gewichtsanalysen durch Volumbestimmungen ersetzen will, geht 
wohl aus der Zeit und Miihe hervor, die Strzyzowski') sich 
hat geben miissen, um die Menge des HarneiweiBes aus dessen 
Volum zu ermitteln. Es zeigte sich, daB das von ihm erhal- 
tene EiweiBvolum von der Tourenzahl des Apparates, von dem 
Radius der Zentrifuge, von der Zeit des Zentrifugierens und 
von der Temperatur abhingt. Um diesen Bedingungen genau 
gerecht zu werden, ist es erforderlich, daB jede Maschine mit 
einem Prizisionstachymeter und mit einem Zeitmesser mit 
Signal ausgestattet ist, wahrend auch die Temperatur, bei der 
zentrifugiert wird, einen nicht unbedeutenden EinfluB auf das 
Volumen des Sedimentes ausiibt®). 

Diese Anforderungen stellt meine Stiailiiiienn 
methode nicht. Das Volum des Kobaltgelbs ist nach kurz- 
dauerndem Zentrifugieren konstant geworden und ist weiter 
unabhingig von der Zeit des Zentrifugierens. Die Tourenzahl 





1) C. Strzyzowski, Sur un veeu relatif au perfectionnement 
des centrifugeurs destinés aux recherches quantitatives biochimiques. 
IX° Congrés International des Physiologistes. Groningue 2 4 6 septembre 
1913. Résumé des Communications et Démonstrations. (Regu le 24 juin 
1913.) 

*) Derselbe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 25, 1913. 
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hat keinen anderen EinfluB, als daB das konstante Volum bei 
VergroBerung der Geschwindigkeit und des Zentrifugenradius 
schneller erreicht ist. Um die Temperatur des Zimmers hat 
man sich nicht zu kiimmern. 

Wir rechnen uns das nicht als ein Verdienst an. Nur 
kann man sagen, da bei Einhaltung gewisser Kautelen die 
Volumbestimmung mittels der Zentrifuge viel besser fiir die 
Kaliumbestimmung mittels Kobaltreagens, als fiir die quanti- 
tative Bestimmung des Eiweibes geeignet ist. 


III. Bedingungen fiir eine vollstindige und fiir die volu- 
metrische Bestimmung brauchbare Kaliumabscheidung. 


Wenn man die Arbeiten der Autoren studiert, die sich 
mit der Abscheidung von K mittels Kobaltreagenses befaBt 
haben, so bekommt man den Eindruck, als ob fiir die voll- 
stiindige Abscheidung des Kaliums die Konzentration des Ko- 
baltreagenses ohne Bedeutung ist. Ohne Motivierung gebraucht 
der eine schwache Konzentrationen, der andere starke. Doch 
hat sich aus unseren vielfachen Versuchen herausgestellt, dab 
man die Konzentration des Kobaltsalzes in der Mischung von 
Reagens und zu untersuchender Fliissigkeit keineswegs auBer 
Betracht lassen darf, daB sie vielmehr von hervorragender Be- 
deutung ist, wenn man eine vollstandige Kaliumabscheidung 
zu erzielen wiinscht. 

Vielleicht ist es fiir diejenigen, die sich spaiter mit dem 
Problem beschaftigen wollen, niitzlich, die Angaben der ver- 
schiedenen Methoden in einer iibersichtlichen Zusammenstellung 
vor sich zu haben. AuBerdem wird dieselbe unsere Besprech- 


ungen erleichtern. 


Zu umstehender Zusammensteliung méchten wir hinzufiigen, daB 
Macallum?) noch ein etwas anderes Reagens gebraucht hat. Er be- 
nutzte es aber nicht zur quantitativen Bestimmung des Kaliums, son- 
dern zum mikroskopischen Nachweis des Metalles in Zellen und Ge- 
weben. Es wurde bereitet durch Vermischung von 5 g Kobaltnitrit, 
8,75 g Natriumnitrit, 2,5 ccm Eisessig und 22,5 ccm Wasser und enthielt 
also etwa 20°), Kobaltsalz. 


‘) Macallum, Journ. of Physiol. 32, 198, 1904 bis 1905. 
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Autoren 
und 
Publikationsstelle 


Prozent- 
gehalt des 
Reagenses an 
Kobaltsalz 


Zusammensetzung 
des Reagenses 








Prozentgehalt der 
| Temperatur | Mischung (Kobalt- 
und Zeit der| reagens +- zu unter. 
_ Einwirkung | suchende _ Fliissig- 
keit) an Kobaltsalz 











1, De Koninck: 
Zeitschr. f. 
anal. Chem. 20, 
890, 1881. 


2. Gilbert: 
Dissertation, 
Tiibingen 1898. 


3. Biilmann: 
Zeitschr. f. 
anal. Chem. 39, 
284, 1900. 


4, van Leent: 
Zeitschr. f. 
anal. Chem. 40, 
569, 1901. 


5. Autenrieth 
u. Bernheim: 
Zeitschr.  f. 
physiol. Chem. 
37, 29, 1902. 





Keine genaue Angabe. Man + 5°/, kryst. 
findet die aber bei Biil- | Kobalt- 
mann (Zeitschr. f. anal.,  chloriir. 
Chem. 39, 284, 1900). 5g 
kryst.Kobaltchloriir+10¢ | 

NaNO, in 100 ccm Wasser. 


5g Kobaltacetat -+ 12,5 +1°), kryst. 
ccm Essigsiure von 1,04, Kobalt- 
spez. Gewicht, verdiinnt |  acetat. 
mit Wasser zu 250 cem. 

Diese Lésung wird versetzt | 

mit 250 com NaNO,-Lé- | 

sung, die 45 g NaNO, 

enthilt. 


5 g Natriumkobaltidnitrit |+16°/,kryst. 

Co(NO,),3(NaNO,) in| Natrium-Ko- 

30ccom Wasser (ohne Essig- _ baltidnitrit 
séure). CoNa,(NO,),. 


Mischung wie beiGilbert, | + 1°), kryst. 
aber statt Kobaltacetat Kobalt- 
die entsprechende Menge, _chloriir. 
d. h. 4,79 g Kobaltchloriir. | 


(Nach Angabe von Erd- +20°/,kryst. 

mann, Anorgan. Chemie, Kobalt- 

1898, 630) 5g kryst. Ko- nitrat. 
baltnitrat gelést in 10 cem | 
Wasser. Diese Lésung wird | 
vermischt mit einer Lé-| 
sung von 83g NaNO, 
1,6ccem  Essigséure | 
26,6 com Wasser. ,,Die_ 
so erhaltene 15 fache Nor- | 
mallésung kann zum Ver- | 
brauch verdiinnt werden.‘ | 
(Die Autoren setzen es | 
aber in unverdiinntem Zu- | 
stande zum Harn hinzu.) | 
} 


! 


‘Wird nicht | 
| mitgeteilt. 
| 

| 


| 
| 
| 


| Wahrend | 25 ccm 4°/,ige KC 
einer Nacht | Lésung + 300 cem 
bei40°. Nach| Reagens von 1°, 
Zusatz von | = 0,92°/, Kobait- 
leem Essig- | acetat. 
saure von | 

'30°; und 

dem Erkalten 

verarbeitet. | 





In der | 0,025ccm 0,74°/,ige 
Kalte.“ | KCl-Lésung + 10 
com Wasser -+- , eini- 
| ge Tropfen“ Reagens 
(16°/,ige Natrium 
|  kobaltidnitrit- 
lésung). 


7 Stunden bei) 0,3 g KC] in 70ccm 

40 bis 50° und | Wasser +- 130 ccm 

| dann eine | Reagens — 0,65°, 

Nacht inder| Kobaltchloriir. 
Kilte. | 





Temperatur 50 ccm Harn (die 
| nicht er- eine K-Menge ent- 
| wahnt. Ein- | hielt, die,224g KC! 
| wirkungs- | entsprach) -+ 6 bis 
‘dauer 6 bis|}10 com Reagens 
| 8 Stunden | =2,14%, bis 3,3°, 
oder eine | _ Kobaltnitrat. 
Nacht. _ Bei den zwei Versu- 
chen zur Kontrolle 
der Kobaltmethode 
wird von derWasser- 
menge, in der das 
KCl aufgelést war, 
nicht gesprochen, 
ebensowenig iiber 
dasVolum des hinzu- 
gefiigten Reagenses 
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A. Kontrollversuche betreffs Angaben bei anderen Autoren. 
a) Angaben von Biilmann. 


Wie ersichtlich, gehen die Angaben der Autoren ziemlich 
weit auseinander. Aber wie gesagt, vermi8t man die Motivie- 
rung dazu. Das wiirde aber nicht von praktischer Bedeutung 
sein, wenn in der Tat die Angaben zu befriedigenden Resultaten 
fiihrten. Das war aber mit keiner der Fall. Wir werden das 
durch einige der von uns angestellten Kontrollversuche nachweisen. 

Fiir eine Kontrolle kam eigentlich die Biilmannsche An- 
gabe kaum in Betracht. Denn zunichst hat er die Reaktion 
lediglich zum Nachweis von Kalium angewandt und also nicht 
zur quantitativen Bestimmung. Demzufolge hat er bloB die 
Empfindlichkeit der Reaktion untersucht. Diese aber ist auch 
fiir die quantitative Bestimmung von Bedeutung, so daB seine 
Untersuchungen uns auch hier interessieren. Dazu kommt, daB 
er in Abweichung von anderen ein Reagens angewandt hat, 
das man fertig kaufen kann. Es ist Natriumkobaltinitrit, ein 
orangegelbes Salz. Wir haben viele Versuche damit angestellt, 
mit dem Zweck, es fiir unsere Methode anzuwenden. Bald aber 
stellte es sich heraus, daB Biilmanns Angaben fiir uns zu 
ungenau waren. Statt genau anzugeben, wieviel Reagens er 
gebraucht, spricht dieser Autor bloB von Hinzufiigung von 
yeinigen Tropfen Reagens“. So versetzt er, um die Empfind- 
lichkeit der Reaktion zu priifen, 0,025 cem KCl-Lésung von 
0,74°/, nach Vermischung mit 10 ccm Wasser, mit ,,einigen 
Tropfen“ seines Reagenses und konstatiert dann einen Nieder- 
schlag. Wir konnten das nicht bestitigen, selbst wenn 10 Tropfen 
hinzugefiigt wurden. Wir vermiBten eine Fallung sogar, wenn 
statt 0,025 ccm KCl von 0,74°), = 0,000185 g KCl, 0,1 ccm 
von 0,6°/,, also 0,0006 g KCl, d. h. mehr als die 3 fache Menge 
KCl, in 10,1 com Wasser verteilt, gebraucht wurde. Selbstver- 
standlich wurden nach Angabe des Verfassers alle Mischungen 
lange Zeit in der Kalte (+ 2°C) gelassen. 

Auch sah man das gelbe Pricipitat nicht auftreten, wenn 
0,0006 g KCl, statt in 10,1 in 1,6 com Wasser, aufgelost war. 
In dieser Flissigkeit entstand es aber unmittelbar, 
wenn statt ,einiger Tropfen“, 0,5 ccm des 20°/,igen 
Reagenses hinzugefiigt wurden. 
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b) Angaben von Gilbert, van Leent und von Autenrieth 
und Bernheim. 


Wir kommen auf die Anwendbarkeit von Biilmanns 
Reagens fiir unsern Zweck noch zuriick. Gilbert, van Leent 
und Autenrieth und Bernheim haben im Gegensatz zu 
Biilmann die Reaktion zu quantitativen Zwecken studiert, 
speziell Gilbert. Dieser Verfasser hat ausfihrliche Unter- 
suchungen iiber die Reaktion angestellt, um die Zusammen- 
setzung des Kobaltgelbs ausfindig zu machen'). Wir haben be- 
reits erwihnt, daB dieselbe nicht konstant gefunden wurde. 
Die Formel lautet Co(NO,),-3(K/NaNO,)-+nH,0, in der die 
relative K- und Na-Menge wechselt mit der in der Fliissigkeit 
vorhandenen Na-Menge. Auch die Anzahl Krystallwasser-Mole- 
kiile ist nicht konstant. Selbstverstandlich geht Gilbert von 
der Meinung aus, daB er durch Vermischung der von ihm ge- 
brauchten Kaliumlosungen mit seinem Reagens in den von ihm 
erwahnten Verhiltnissen, das K quantitativ fallt. Bei wieder- 
holten Versuchen fanden wir aber, daB seine Mutterlaugen nach 
Zusatz von starkem Reagens noch eine nicht zu vernach- 
lissigende Kaliummenge enthalten. 

Dieser Befund kann nicht wundernehmen, wenn man sieht, 
daB die Kobaltgelbmengen, die er aus gleichen Volumina derselben 
Kaliumsalzlésung erhielt, Unterschiede von sogar 10°/, und 
mehr zeigen, obgleich er fiir seine Analysen groBe Quantitaten 
Kalium (1 g Chlorkalium) genommen hat (S. 171. c¢.). Wie dem 
auch sei, er hat das abgeschiedene Kobaltgelb getrocknet und 
gewogen, und nach Zersetzung durch Hitze das K und Na aus- 
gezogen und quantitativ bestimmt. 


Van Leent hat das Kobaltreagens benutzt um das Kalium 
aus Seewasser abzuscheiden um dann (ebenso wie Gilbert) 
durch Zersetzung des Kobaltgelbs das Kalium in konzentrier- 
tem Zustande zu bekommen und bestimmen zu kénnen. Um 
die Zuverlissigkeit der Methode zu priifen, hat er ein paar 
K-Bestimmungen in bekannten KCl-Lésungen ausgefiihrt. Auch 
bei Einhaltung der von van Leent angegebenen Verhiltnisse 


1) K. Gilbert, Die Bestimmung des Kaliums nach quantitativer 
Abscheidung desselben als Kaliumnatriumkobaltinitrit. Inaug. - Dissert. 
Tiibingen 1898 
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(vgl. die tabellarische Zusammenstellung) lieB die Abscheidung 
des Kaliums an Vollstandigkeit zu wiinschen iibrig; denn nach 
weiterer Zugabe von Reagens biidete sich noch neues Kobaltgelb. 

Nach diesen qualitativen Versuchen haben wir auch quanti- 
tative gemacht und dabei, insoweit es méglich war, auch noch 
nach den Angaben von Autenrieth und Bernheim gearbeitet. 
Wir sagen, ,,insoweit es méglich war“, denn wie aus der Uber- 
sichtstabelle hervorgeht, haben die Autoren nicht angegeben, 
in welchen Verdiinnungen sie die zur Kontrolle dienende KCI- 
Lésung und das Reagens gebrauchten; und wie wir unten nach- 
weisen werden, ist das fiir die Erzielung zuverlissiger Resul- 
tate von der groéBten Bedeutung. Wir haben die Verhiltnisse 
gewahlt, wie diese von ihnen fiir Harn genommen wurden. 

Um unsere quantitativen Kontrollversuche beschreiben zu 
konnen, miissen wir mit einigen Worten auf die Besprechung 
unserer eigenen Methode im voraus Bezug nehmen. Wie er- 
wahnt, scheiden wir das Kalium als Kobaltgelb ab und bestim- 
men das Volum der mikroskopisch feinen krystallinischen Masse, 
und zwar in trichterférmigen Réhrchen, deren geschlossenes, 
kalibriertes capillares Ende 0,04 ccm Inhalt besitzt und in 
100 Teile geteilt ist (vgl. S. 451). 

Wir bemerken noch, dab wenn die Pracipitatmenge wahrend 
des Versuches sich gréBer erwies als 0,04 ccm (100 Teilstriche), 
noch ein zweites Réhrchen benutzt wurde. 

Die folgende Tabelle bringt eine Wiederholung der Ver- 
suche von Gilbert, van Leent und Autenrieth und Bern- 
heim unter sehr genauer Einhaltung ihrer Angaben, nicht nur 
von der Zusammensetzung und der Quantitét der von ihnen 
gebrauchten Kobaltreagentia, sondern auch von der Konzen- 
tration der von ihnen angewandten KCl-Lésung. (Man ver- 
gleiche hierzu die tabellarische Zusammenstellung.) Nur wird 
hier nicht, wie bei den genannten Autoren das gebildete Kobalt- 
gelb zersetzt, um daraus das Kalium abzuscheiden und quanti- 
tativ zu bestimmen, sondern einfach das Volum des Kobalt- 
gelbes ermittelt. In allen Versuchen ist, um die Vergleichung 
zu erleichtern, dieselbe KCl-Menge, d. h. 0,025 g gebraucht. 

Aus Tabelle I, 8. 426, geht hervor, daB nach dem Ver- 
fahren von van Leent 0,025 g KCI in beiden Parallelversuchen 
117 Verteilungen Kobaltgelb lieferten; das Gilbertsche Ver- 
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Tabelle I. 


Die Unvollstandigkeit der Kaliumfallung bei Einhaltung der Angaben 
von Gilbert, van Leent und Autenrieth u. Bernheim. 


ee Die 0,025 g KCI ent- 
Lésungen : haltenden Lésungen 
liefern an Kobaltgelb: 














. 0,62 com einer 4°, igen KCl-Lésung + 4,8 com | 

des Reagenses nach Gilbert | 111 Teilstriche 
. Dasselbe Gemisch wie unter 1. (Also Pa- | 

rallelversuch) 114 


. 5,8cem einer KCl-Lésung, die 0,3 g KCI in | 
70 com Wasser enthielt -+ ll ccm des Re- | 
agenses nach van Leent 


. Dagsselbe Gemisch wie unter 2 


3. 5ccm einer KCl-Lésung von 0,5°), +0,6cem | 
des Reagenses nach Autenrieth und Bern- | 
heim 85 
3a. 87 


Tabelle II. 
Volistandige Fallung des Kaliums bei Anwendung von mehr Reagens. 





| Die 0,025 g KCI ent- 
Lésungen: | haltenden Lésungen 
| liefern an Kobaltgelb: 








0,62 cem einer 4°/, igen KCl-Lésung -+- 4,8 ecm 
des Reagenses nach Gilbert 114 Teilstriche 
. 0,62 cem einer 4°/,igen KCl-Lésung + 10 cem 
des Reagenses nach Gilbert 130 


5,8 ccm einer KCl-Lésung, die 0,3 g KCl in 
70 ccm Wasser enthailt -+- 1lecm des Re- 
agenses nach van Leent 

. 5,8cem einer KCl-Lésung, die 0,3 g KCl in 
70 cem Wasser enthalt + 25ccm des Re- 
agenses nach van Leent 


3. 5ccm einer KCl-Lésung von 0,5°/, -++- 0,6 ccm 
des Reagenses nach Autenrieth und Bern- 
heim 87 


3a. 5ecm einer KCl-Liésung von 0,5°/, + 2 ccm 
des Reagenses nach Autenrieth und Bern- 
129 - 


fahren lieferte etwas weniger (111 und 114); das Autenrieth- 
Bernheimsche Verfahren noch weniger (85 und 87). 

Es lag nun auf der Hand, anzunehmen, daB wenigstens 
durch das Autenrieth-Bernheimsche Verfahren nicht alles 
Kalium gefallt wurde. Das war in der Tat auch nicht der Fall; 
denn es stellte sich heraus, daB Zusatz von mehr Reagens zu 
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der klaren Flissigkeit noch neues Kobaltgelb zur Abscheidung 
brachte. Dasselbe war aber in geringerem MaBe der Fall bei 
den Versuchen nach der Gilbertschen und auch nach den 
van Leentschen Angaben. 

Wir untersuchten nun weiter, ob bei Zugabe von viel 
mehr Reagens, als die Autoren angeben, iibereinstimmende Resul- 
tate zu erreichen sein wiirden. Das wurde in der Tat gefunden, 
wie aus Tabelle I] hervorgeht. In dieser Tabelle sind auBer- 
dem Versuche mit der in der Tabelle I gebrauchten Reagens- 
menge aufgenommen worden. 

Man sieht, daB die jetzt erhaltenen Zahlen: 130, 129 und 
129 sch6n miteinander iibereinstimmen. Aber wieviel mehr 
Reagens haben wir denn auch nicht hinzugefiigt als die 
Autoren angeben! 

Auch stellte es sich heraus, da8 bei Anwendung der be- 
treffenden gréBeren Reagensmengen (la, 2a, 3a) die von den 
Pracipitaten entfernten klaren Fliissigkeiten bei weiterem Zu- 
satz von Kobaltlésung vollkommen klar blieben. 

Nachdem es sich also herausgestellt hatte, da8 durch An- 
wendung einer geniigenden Menge der drei Kobaltreagentia 
nicht nur eine vollstandige Fiallung des Kaliums, sondern auch 
iibereinstimmende Zahlen zu erhalten waren, untersuchten wir 
ob eine Verdiinnung der KCl-Lésung mit Wasser das Volum des 
Kobaltgelbes beeinflussen wiirde. Leider war das der Fall. 
Mit der Zugabe von Wasser nahm, was die Autoren 
nicht beriicksichtigt haben, das Volum des Nieder- 
schlages stetig ab. 


B. EinfluB der Kobaltkonzentration des Gemisches auf die 
Abscheidung des Kobaltgelbes. 


Nach vielen vergeblichen Versuchen sind wir zu 
der Uberzeugung gelangt, da8, um eine vollstindige 
Fallung des Kaliums zu erzielen, die Kobaltkonzentration 
des Gemisches von Fliissigkeit und Reagens nicht hinter 
einem gewissen Prozentgehalt zuriickbleiben darf. 

Aberaucheinenallzu hohenProzentgehalt an Kobalt 
im betreffenden Gemisch soll man vermeiden. Freilich 
wird dann alles Kalium gefallt, aber die mikroskopisch feine 
krystallinische Masse sintert dann zu groben Partikeln zu- 
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sammen, und weil darin in verschiedenen Experimenten Un- 
regelmaBigkeit besteht, zeigen sogar Parallelversuche bedeutende 
Volumdifferenzen. 

Die letzte Spalte der iibersichtlichen Zusammenstellung 
(S. 422) zeigt, daB die Autoren sich des Einflusses der Was- 
serverdinnung auf die Vollstandigkeit der Fiallung nicht be- 
wubt waren. Bei Gilbert ist die betreffende Konzentration 
des Kobaltsalzes 0,92°/,, bei van Leent 0,65°/,, bei Auten- 
rieth-Bernheim 2,14°/, bis 3,3°/,; die letzten Autoren er- 
lauben nachdriicklich eine willkiirliche Verdiinnung. Wir werden 
auf diese Sache nicht weiter eingehen, aber wollen nur er- 
wahnen, daB es nach unserer Erfahrung zweckmaBig 
ist, dem Gemisch von Fliissigkeit und Kobaltreagens 
eine Konzentration von etwa 3,9°/, kryst. Kobaltsalz 
(wir gebrauchten Nitrat) zu geben. 

Wir gebrauchen auf 5 ccm mit etwas Essigsdure angesauerter 
kaliumhaltiger Fliissigkeit 1,5 cem unseres Reagenses. War 
mehr Fliissigkeit vorhanden, so wurde eingeengt (vgl. fiir die 
Bereitung unseres Reagenses S. 453 und fiir die Vorbereitung 
der zu untersuchenden Flissigkeit fiir die K-Bestimmung S. 459). 

Ob in diesen 5 ccm Fliissigkeit wenig oder viel Kalium 
vorhanden ist, ist ohne Bedeutung. Natiirlich darf nicht so 
viel vorhanden sein, daB 1,5 ccm Reagens nicht geniigen. Ist 
das der Fall, so verdiinnt man die 5 ccm zu 10 ccm und setzt 
statt 1,5ccm 3ccm Reagens zu. Es bleibt dann die Konzen- 
tration des Kobaltsalzes in der Mischung doch 3,9°/,. 

Wir geben nunmehr einen Versuch wieder, um den EinfluB 
der Wasserverdiinnung zu zeigen. 

Aus Tabelle III geht deutlich hervor, daB das 
Volum des niedergeschlagenen Kobaltgelbs desto ge- 
ringer wird, je mehr man die KCl-Lésung verdiinnt hat. 

Wahrscheinlich wird man sofort die Frage erheben, ob 
dann das Verhiltnis in den Versuchen a und a’ das Richtige 
getrofien hat. Das ist in der Tat der Fall, wie spater 
nachgewiesen werden wird. AuBSerdem k6énnen wir bereits 
hier sagen, daB in den Mutterlaugen von b und b’, c 
und c’, d und d’ bei weiterem Zusatz von Reagens eine 
neue Fiallung entstand, keine Spur dagegen in der Mutterlauge 
von a und a’, 
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Tabelle III. 


Einflu8 einer zu geringen Kobaltsalzkonzentration im Gemisch. 





Volum des 


Fliissigkeiten : Kobaltgelbs 





5eem KCl-Lésung von 0,36°/, +-1,5cem unseres Re- 
nses 91 
91 





5 eem KCl-Lésung von 0,36°/, -- 5 cem H,0 +- 1,5 ccm | 
unseres Reagenses | 
Parallelversuch von b 


5ecm KCl-Lésung von 0,36°/, +- 10 cem H,0 + 1,5 cem 
unseres Reagenses 
Parallelversuch von c 


5 ecm KCl-Lésung von 0,36°/, -+ 20 cem H,O + 1,5 ccm 
unseres Reagenses | 58 
Parallelversuch von d | 57 
Wir sagten soeben, daB man nicht allzuviel Reagens 
nehmen darf, weil dann die Volumbestimmung zu wiinschen 
iibrig laBt. Wir geben ein Beispiel, um das zu verdeutlichen. 


Tabelle IV. 


Einflu8 einer allzu groBen Kobaltsalzkonzentration. 





ARS | Volum des 
Fliissigkeiten: Kobaltgelbs 








a 5cem KCl-Lésung von 0,36°), + 1,5cem unseres Re- | 
agenses 
a’ Parallelversuch von a 


b 5ecm KCl-Lésung von 0,36°/, +- 2,5 cem unseres Re- 
agenses 

b’ Parallelversuch von b 

Wie ersichtlich, ist bei Anwendung von 2,5 ccm Reagens 
das Volum des Kobaltgelbs bedeutend gréBer als bei Anwen- 
dung von 1,5 ccm. In der Mutterlauge von a und a’ konnte 
ebenso wenig noch Kalium gefallt werden als in der von 
b und b’. Der einzige Unterschied zwischen beiden Fallungen 
bestand darin, daB die in a und a’ sehr fein war (die Krystalle 
hatten eine GréBe zwischen 0,010 mm und 0,014 mm), wahrend 
sie in b und b’ gréBtenteils zu makroskopisch sichtbaren Par- 
tikelchen zusammengesintert waren, die durch ihre Unregel- 
maBigkeit nicht aneinander paften und daher ein gréBeres 
Volumen vortiuschten. 
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Wir miissen noch einen Augenblick bei dem KinfluB der 
Wasserverdiinnung auf das Volum verweilen und zwar im 
Zusammenhang mit der Anwendung des von Biilmann zu 
qualitativen Zwecken empfohlenen Natriumkobaltinitrits, wo- 
mit wir anfangs viel gearbeitet haben, weil man es als Salz in 
fertigem Zustand in schéner Form (von Kahlbaum) beziehen 
kann. Die folgende Tabelle V gibt eine Ubersicht iiber den 
auch hier konstatierten Einflu8 der Wasserverdiinnung. 


Tabelle V. 
EinfluB von Wasserverdiinnung auf die Fillung des Kaliums mittels 
Natriumkobaltinitrit (Biilmann). 

















ae cANO Volum des 
Fliissigkeiten Kobaltgelbs 
10 cem KCl-Lésung von 0,15°/, 
+ 1eem 16°/,iges Natriumkobaltinitrit. . . . | 60 
10cem KCl-Lésung von 0,15°/,-+ 30 ccm Wasser 
+-leem 16°/,iges Natriumkobaltinitrit. . . . 32 
10 cem KCl-Lésung von 0,15°/, | 
+-7ccm 16°/,iges Natriumkobaltinitrit. . . . 82 
10 com KClI-Lésung von 0,15°/, +-30cem Wasser 
+ 7ccem 16°/,iges Natriumkobaltinitrit. . . . | 65 
10 ccm KCl-Lésung von 0,15°/, 
+-lleem 16°/,iges Natriumkobaltinitrit .. . 88 
10cem KC!-Lésung von 0,15°/, 4-30 ccm Wasser 
+ 1leem 16°/,iges Natriumkobaltinitrit . . . 64 


Man sieht, da8 auch hier durch Verdiinnung der KCI- 
Lésungen mit Wasser das Pricipitat bedeutend abnimmt. 

Nach der Vorschrift, die Biilmann fiir den Nachweis 
von K gegeben hat, haben wir die Reaktion in der Kalte 
(0 bis 2°) verlaufen lassen. 

Das war auch notwendig, denn bei 37° entstand sowohl 
ohne wie nach Wasserzusatz nur wenig Kobaltgelb. Statt braun- 
gelb war die Fliissigkeit, die sich oberhalb des gebildeten Pri- 
cipitates befand, nach der iiblichen Zeit (16 Stunden) rosa ge- 
worden. Offenbar hatte sich die Biillmannsche Lésung durch 
die Warme ziemlich schnell zersetzt; denn die Rosafirbung trat 
auch auf, wenn die Lésung ohne Kaliumzusatz einige Stunden 
einer Temperatur von 37° ausgesetzt gewesen war, insbesondere 
wenn auch etwas Essigsiure vorhanden war. Dieser Zersetzung 
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zufolge konnte das Kalium nur teilweise gefallt werden, jeden- 
falls war die Kobaltgelbmenge geringer als wenn die Reaktion 
in der Kalte verlief. 

Im Zusammenhang damit haben wir noch verstcht, das 
Reagens doch noch in brauchbarer Weise zu Volumbestimmungen 
anzuwenden, indem wir héhere Konzentrationen, aber dann bei 
0 bis 2° einwirken lieBen. Die Resultate waren aber sehr unbefrie- 
digend, was wohl dem Umstand zuzuschreiben ist, daB bei niederer 
Temperatur Zusammensinterung stattfand. Das Unbefriedigende 
bestand darin, daB bei zwei Versuchen mit derselben Chlor- 
kaliummenge und in gleicher Weise ausgefiihrt, der eine Tag 
ein anderes Volum an Kobaltgelb lieferte als der andere und 
daB in derselben Versuchsreihe keine Proportionalitaét bestand 
zwischen den untersuchten Kaliummengen und den Volumina 
des Pricipitats. 

Also zeigt sich das Biilmannsche Reagens (Lésung 
von Natriumkobaltinitrit) in der Warme ungeeignet 
fiir quantitative Kaliumbestimmungen iiberhaupt, und 
in der Kalte fiir volumetrische Bestimmung insbe- 
sondere. 


C. EinfluB der Temperatur auf die Abscheidung des Kobaltgelbs. 


Bei der Erforschung der Temperatur, bei der die anderen 
Kobaltreagenzien ein homogenes, mikroskopisch feines kry- 
stallinisches Pracipitat lieferten, stellte es sich heraus, daB dies 
bei niedriger Temperatur (0 bis 2°) nicht erreicht wurde. Auch 
war eine kontinuierliche, mittels eines Motors herbeigefiihrte 
Bewegung nicht imstande, die Bildung von gréBeren Krystallen 
neben sehr kleinen und neben Krystallkonglomeraten vorzu- 
beugen, so da8 selbst bei Einhaltung der richtigen Konzen- 
trationsverhiltnisse die Resultate schlecht waren. 

Der Unterschied zwischen zwei Parallelversuchen betrug 
zuweilen 6 oder 7 Teilstriche; auch lieB die Proportionalitat 
zwischen Kaliummenge und Volum des Kobaltgelbs zu wiin- 
schen iibrig. Damit ist natiirlich nicht gesagt, da® in der 
Kalte die Kaliumabscheidung nicht vollstindig war. Unsere 
Methode stellte aber noch eine andere Anforderung: es sollte 
eine strenge Proportionalitat zwischen Kaliummenge und Volum 
des Kobaltgelbs bestehen. 


Biochemische Zeitschrift Band 71. 98 
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Auch erwies es sich nicht empfehlenswert, die Reaktion 
bei Zimmertemperatur (15 bis 20°) ablaufen zu lassen. Auch 
in diesem Fall bilden sich am Ende gréBere Partikelchen. Und 
wenn sich dann — wir wiederholen es — durch irgendeine 
Ursache in einem Fall mehr von solchen groBen Partikelchen 
gebildet haben als im andern Fall, so bekommt man selbst- 
verstandlich nicht dieselben Volumina. 

Wir werden den Leser mit den vielen, in den betreffenden 
Versuchen erhaltenen Zahlen nicht ermiiden. 

Vollkommen befriedigende Resultate haben wir 
folgenderweise erreicht: Fliissigkeit und Reagens wer- 
den bei Zimmertemperatur unter sehr sanfter Be- 
wegung’) miteinander vermischt; es bildet sich dann 
fast innerhalb einiger Minuten der groéBte Teil der 
krystallinischen Masse als ein auBerst feiner gelber: 
Niederschlag. Dann wird das Gemisch in einen Brut- 
schrank von +37° gebracht, um der Reaktion waihrend 
16 Stunden die Gelegenheit zu geben, bei dieser Tem- 
peratur abzulaufen. Dabei behalt der Niederschlag seine 
Feinheit; von Zusammensintern ist nicht die Rede und auch 
groBere Krystalle bilden sich nicht. Wir wiederholen aber, 
daB dieses Resultat nicht erzielt wird, wenn eine allzu groBe 
Kobaltsalzkonzentration im Gemisch vorhanden ist (vgl. 8S. 429, 
Tab. IV). 


D. Gegenwart von anderen Stoffen. 
a) Natrium. 

Nun wir die Bedingungen fiir eine vollstandige und fiir 
volumetrische Bestimmungen brauchbare Kaliumabscheidung aus 
einer reinen Chlorkaliumlésung besprochen haben, eriibrigt es sich 
noch zu untersuchen, wie man zu handeln hat in Fallen, in 
denen, wie iiblich, neben Kaliumsalz auch andere Stoffe in der 
Lésung vorkommen. Und dann denkt man in erster Linie an 
Natrium. Dieses Metall kommt wohl fast ohne Ausnahme in 
organischen Fliissigkeiten, Zellen und Geweben vor und gelangt 
bei der Untersuchung der Asche, gleichgiiltig, ob man dieselbe 
auf trockenem oder auf nassem Wege erhalten hat, neben 
Kalium zur Abscheidung. Nun hat Gilbert gefunden, dab 


”) Vgl. Anmerkung 2, S. 455. 
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das gebildete Kobaltgelb verschiedene Mengen Natrium im 
Molekiil enthalt, je nachdem mehr oder weniger Natrium vor- 
handen ist. In unserem Fall nun war es von wesent- 
lichem Interesse, zu wissen, inwieweit der Eintritt 
von Na in das Molekiil das Volum der Krystalle be- 
einflussen wiirde. 

Um das zu untersuchen, haben wir KCl-Lésungen ange- 
fertigt, die bedeutende NaCl-Mengen enthielten, darunter so 
groBe, wie in Fliissigkeiten biologischer Herkunft nicht vor- 
kommen. 

Nachdem sich herausgestellt hatte, daB das anzuwendende 
NaCl mit Kobaltreagens keine Spur Kobaltgelb bildet, also 
absolut kaliumfrei war, wurden folgende Mischungen bereitet: 


a , ‘ . — 
vt 10.cem einer KCl-Lés. v. 0,72°/, +- 10 ccm Wasser 


}10 * » 9 0,729,110 » NaCl-Lée. v. 1°/, 


b 
b’ 
c 


or} 10 " " » 0,729), +10 » n 2°, 
4 16 ' » 9 0,729, 4.10 

d’ * 0,72°/9 + 

e 

e $10 » 9 ” » 0,72°/, +10 » ” » 9°). 


Von diesen Mischungen wurden je 5ccm mit 1,5 ccm Ko- 
baltreagens (nach schwacher Ansaéuerung mit Essigsaiure) ver- 
setzt. Alle Lésungen enthielten also die gleiche KCl-Menge. 

Wir lassen hier einen der Versuche folgen. 

Tabelle VI. 
Einfiu8 von NaCl auf das Volum des Kobaltgelbs. 








Volum des 


Fliissigkeiten | Kobaltgelbs 











ecm KCI-Lés. v. 0,36°/, 90,5 
* . » 0,36°/, 91,0 
» 0,36°/,, in der sich befindet 0,50°/, NaCl 91,0 
» 0,369, » » » - 0,509, » 91,0 
n 0,36°/,, » 1,00°/, 91,5 
n 0,36°/,, » 1,00°/, 91,0 
» 0,36°/,, 2,25, 91,0 


n 0,36°/,, » 2,259] 91,0 


» 0,36°),, , 4,50, 98,0 
» 0,36, 4,50°/, 99,0 


Qo TT Be 


~ 


28 





~ 
orer oror Ooror Oren orcr 


Ce) 
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Man ersieht, daB die Anwesenheit selbst von 2,25°/, 
NaCl das Volum des Kobaltgelbs nicht beeinfluBt hat. 
War 4,5°/, zugegen, so war das Volum vergréBert (98 und 99); 
war 9°/, zugegen, so war das Volum 112 und 112. In beiden 
Fillen war die mehrmals erwihnte Zusammensinterung zu be- 
obachten. Vielleicht muB diese wohl allein fir die Volum- 
zunahme verantwortlich gemacht werden. Bei den tibrigen NaCl- 
haltigen Fliissigkeiten (d, d’, c, c’, b, b’) hatte das Kobaltgelb 
ein feines homogenes Aussehen. 

Wir lassen jetzt eine Kaliumbestimmung in einer kinst- 
lichen Asche folgen, aus der in der iiblichen Weise alle Sub- 
stanzen auBer K und Na entfernt waren. Die Asche war 
folgenderweise zusammengesetzt: 


15cem KCl- Lésung von 0,72°,, 
2 » NaCl- ” » 9,00 <* 

15 » Na,CO,- " » 6,00), 

10 » Na,HPO,.12aq- » » 3,00°/, 
5 » Na,SO,.10aq- » » 4,009, 
1 » Fe,Cl,- »  » 100%, 
2 » CaCl,.6 aq- ” » 8,00 ". 
2 MgCl, .6 aq- ” ” 2,00°/,. 


Das Gemisch wird mit Wasser zu 60 ccm angefiillt. 

Daneben wird eine KCl-Lésung bereitet durch Vermischung 
von 15cem 0,72°/,iger KCl-Lésung und 15cem H,O. 10 ccm 
der kiinstlichen Aschelésung enthalten also dieselbe 
Menge KCl wie 5 ccm der Chlorkaliumlésung, d. h. 
0,018 g KCL. 

Die Behandlung der kiinstlichen Asche war folgende: 

Von der triiben wiasserigen Fliissigkeit werden in ein Glasrohr 
(vgl. 8S. 452) 10ccm abgemessen und mit 0,9ccem HCl-Lésung 1:1 ver- 
setzt. Die Fliissigkeit ist sauer und vollkommen klar geworden. 

Zusatz aus einer Biirette von einer 10°/,igen BaCl,-Lésung bis keine 
Fallung mehr entsteht, was dadurch konstatiert wird, daB nach 5 Minuten 
Zentrifugieren die obenstehende Fliissigkeit bei weiterem Zusatz von 
BaCl, klar bleibt. Dann wird 11 ccm einer 0,5°/,igen Ba(OH),-Lésung 
hinzugefiigt und die Phosphorsiure gefallt. Nachdem das Gemisch in 
einem geschlossenen Glasrohr ein paar Stunden sich selbst iiberlassen 
gewesen ist, wird die Fliissigkeit vom weiBen Pricipitat getrennt. Man 
pflegt solches durch Filtration und Auswaschung zu erzielen. Viel schnel- 
ler und bequemer erfolgt es aber durch Zentrifugierung: man hebt oder 
gieBt die klare Fliissigkeit ab und bringt dieselbe in ein Glasrohr. Dann 
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wird 2 ccm einer 0,5°/,igen Ba(OH),-Lésung hinzugefiigt, gut yermischt, 
wieder zentrifugiert, dieses Waschwasser zu der soeben genannten abgeho- 
benen Fliissigkeit gefiigt und diese Behandlung noch zweimal wiederholt. 
Das Kalium kann dann praktisch als ausgewaschen betrachtet werden. 

Jetzt handelt es sich darum, das Uberma8 von Barium zu entfernen. 
Zu diesem Zweck wurde ein Gemisch von Ammoniak und Ammonium- 
carbonat hinzugefiigt, auch wieder bis kein Niederschlag mehr entstand. 
Das Gemisch bestand aus gleichen Teilen einer reinen Ammonium- 
carbonatlésung von 10°), und von 29°/,igem reinen Ammoniak’). Nach 
2 Stunden wurde abzentrifugiert, die Fliissigkeit abgegossen und das 
Priacipitat zweimal mit 3 ccm der Ammonium-Ammoniumcarbonatlésung 
mittels der Zentrifuge ausgewaschen. Nachdem die ammoniakalische 
Fliissigkeit mit Waschwasser in einer Porzellanschale auf dem Wasser- 
bade abgedampft und der trockene Riickstand sanft gegliiht war, so daB 
alles Ammoniak und Ammoniumcarbonat vertrieben war, wurde der 
Riickstand in 4 ccm Wasser gelést und die Lésung in ein Zentrifugenrohr 
gebracht und behufs der vollkommenen Entfernung des lediglich aus 
KCl und NaCl bestehenden Salzgemisches aus der Schale auf 5 ccm ge- 
bracht. Nach Ansdiuern mit ein wenig Essigsiure, Zusatz von 1,5 ccm 
unseres Kobaltreagenses wurde in der gewéhnlichen Weise das Kalium 
bestimmt. 

Das Resultat war iiberaus befriedigend: 


Tabelle VII. 


Bestimmung des Kaliums in einer kiinstlichen Asche. 





Fliissigkeiten ' Volum des 


| Kobaltgelbs 
5ecem KCl-Lésung von 0,36°/, + 1,5 cem Kobaltreagens 91,0 
x % - n 0,369, +1,5 » ” 90,5 
10 » der kiinstlichen Asche +- 1,5 » “ 91,0 
a . er So ¥ 91,0 


Es wird den Leser nicht interessieren, mehr Kontrollver- 
suche dieser Art zu vernehmen. Denn schlieBlich betrifft die 
Kontrolle im wesentlichen die iibliche Methode zur Abscheidung 
des K und Na aus der Asche. War ja die Zuverlassigkeit 
unserer volumetrischen K-Bestimmungsmethode in Gegenwart 
von NaCl bereits nachgewiesen. 


b) Gegenwart von Na, Mg, SO,, P,O,. 
Eine Angelegenheit von gréBerer Bedeutung diirfte in der 
folgenden Frage gelegen sein. 


1) Diese Fliissigkeit gab nach Verdampfung keine Reaktion auf 
Kalium. 
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Ist es nicht médglich die soeben angewandte iib- 
liche Methode der Entfernung von fiir die Kalium- 
bestimmung schadlichen Substanzen abzukiirzen? 


Nach den Untersuchungen von Gilbert (Il. c.) soll die. 


Kaliumabscheidung mittels Kobaltreagenses nicht nur bei An- 
wesenheit von Na, sondern auch in Gegenwart von Erdalkali- 
metallen und von den Metallen der Schwefelammoniumgruppe 
gelingen, ungeachtet ob sie als Chloride, Nitrate, Sulfate gelést 
seien. Nur Ammonium darf nicht vorhanden sein, 
ebensowenig Phosphorsaure. 

Nach Gilbert kann man Ammoniak durch Destilla- 
tion mit Calciumhydrat entfernen, wodurch zugleich die Ab- 
scheidung etwa vorhandener Phosphorsiure erfolgen soll. Der 
Extrakt des Riickstandes soll nach dem Anséuern mit Essig- 
siure zur Abscheidung des Kaliums geeignet sein. Borsaéure 
und Kieselsdéure seien durch Abrauchen mit Fluorwasserstoff 
und Schwefelsiure zu entfernen. 

Es fragt sich nun: hat die Gegenwart von Ca, Mg 
und SO, EinfluB auf das Volum des Kobaltgelbs? 

Denn, wie auch beim Natrium hervorgehoben wurde, ist 
es in unserem Fall nicht geniigend, zu wissen, ob in Gegenwart 
dieser Ionen alles Kalium niedergeschlagen wird, man muB 
auch wissen, inwieweit das Volum der gefallten Kobaltverbin- 
dung dadurch geandert wird. 

Natiirlich fingen wir an zu untersuchen, ob CaCl,, MgCl,, 
MgSO, und CaSO,, alles Verbindungen, die in der Asche vor- 
zukommen pflegen, mit Kobaltreagens Fallungen gaben. Das 
war nicht der Fall; wohl aber wurde eine Fallung von Barium 
mit unserem Reagens beobachtet, was aber in casu keine prak- 
tische Bedeutung hat. 

Da also Ca, Mg und SO, mit Kobaltreagens keine Fallung 
gab, war es von Interesse zu untersuchen, ob ihre Anwesenheit 
das Volum des Kaliumnatriumkobaltinitrits (Kobaltgelb) be- 
einflussen wiirde. Eine Reihe von Versuchen lehrte, daB auch 
das nicht der Fall war. 

Jetzt konnten wir uns die weitere Frage vorlegen, ob 
dieser Befund es erméglichen wiirde, die Vorbereitung zur 
Kaliumbestimmung abzukiirzen. Bei diesem Projekt aber stieBen 
.‘r auf die Phosphorsiure. Es lieB sich voraussehen, daB eine 
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vollstandige Entfernung nétig sein wiirde; denn eine Lésung 
von Natriumphosphat gab mit unserem Kobaltreagens eine 
deutliche Fallung. 


IV. Versuche, um die Vorbereitung zur Kaliumbestimmung 
in der Asche abzukiirzen. 


A. Entfernung der Phosphorsaure durch Erhitzung mit Ca(OH),. 


Deshalb wurde die nunmehr auch phosphathaltige kiinst- 
liche Asche (vgl. S. 434) nach Ansaiuerung mit Salzséure, dem 
Vorschlag von Gilbert entsprechend, mit Ca(OH), in einer 
Porzellanschale auf dem Wasserbade bis zur Trockne erhitzt, 
der Riickstand mit Wasser aufgenommen und nach Ansauerung 
des Auszugs mit Essigséure, darin das K mittels Kobaltlésung 
niedergeschlagen. 

Versuch. 


10ccm der auf S. 434 erwahnten kiinstlichen Aschenlésung werden 
mit HCl 1:1 versetzt, bis die Triibung sich vollstandig aufgelést hat. 
Die nunmehr saure Fliissigkeit wird in einer Porzellanschale mit 3 g 
reinem Calciumhydrat zur Trockne erhitzt. Der Riickstand wird mit 
10ccem Wasser ausgelaugt. Die etwas triibe Fliissigkeit wird in ein 
Glasrohr iibergespiilt, sowie auch die 2 mal 5ccm triibes Waschwasser, 
womit der Riickstand der Schale ausgewaschen wird. Die 20 ccm im 
Glasrohr befindliche triibe Fliissigkeit wird durch Zentrifugieren von den 
festen Partikelchen befreit und die klare Fliissigkeit mit den 4>< 5 com 
Waschwasser in einer Porzellanschale zu 4 ccm eingeengt. Nach An- 
siuerung mit etwas Essigsiure, wodurch alles klar wird, schlagt man 
das Kalium durch Kobaltreagens nieder. 

Das Volum betrigt in den beiden Parallelversuchen 84 
und 83,5, statt 91. Aus diesem Versuch geht hervor, daB 
bei der Behandlung mit Ca(OH), Kalium zuriickgehalten ist, 
obgleich doch unserer Meinung nach gehorig ausgewaschen war. 
War dann vielleicht ein Teil des Kaliums durch Adsorption 
aus festem Ca(OH), zuriickgeblieben? Wenn ja, so lieB es sich 
erwarten, daB Anwendung einer viel geringeren Kalkmenge 
giinstigere Resultate geben wiirde. 

Deshalb wiederholten wir den Versuch mit dem Unter- 
schied, erstens da jetzt statt 3g Ca(OH), nur 0,5g genommen 
wurde, was ja nach der Berechnung mehr als ausreichen sollte, 
um das iiberschiissige HCl zu sattigen und alle P,O, zu binden. 
Zweitens wurde die reine KCl-Lésung in genau derselben Weise 
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behandelt wie die kiinstliche Asche, und drittens eine kiinst- 
liche Asche ohne Phosphat angefertigt und ebenfalls in der 
gleichen Weise mit Kalk behandelt. 


Tabelle VIII. 


Versuch zur Entfernung von Phosphorsiure mittels Ca(OH),. 




















lis | Volum des 
Fliissigkeiten | Kobaltgelbs 
a 10ccm der kiinstlichen Asche (S. 484). [Behandlung 
EE ee eis: a atk, ee en eee: oe 87,0 
fe ee Se 87,0 
b 10ccm der phosphatfreien kiinstlichen Asche. [Be- 
DORE MAE OIDs ie. ind my SUR ae 8 79,0) 
Sy Dae RD Gis ce ene ee a as 81,0 
e 5eem KCl-Lésung von 0,36°), [Behandlung mit Ca(OH), | 81,0 
Oo aia 8 ws. aren ss we ahiene a | 81,5 


Aus dieser Tabelle erhellt, daB wenn eine reine KCl-Losung 
(c und c’) in der angegebenen Weise mit Ca(OH), behandelt 
wird, eine bedeutende Menge K (91— 81 = 10) zuriickgehalten 
wird. Wie aus b’ hervorgeht, iiben die in der phosphatfreien 
kiinstlichen Asche auf die Zuriickhaltung (Adsorption?) des Ka- 
liums keinen Einflu8 aus. Und wie endlich aus a und a’ her- 
vorgeht, hat das Phosphat die Zuriickhaltung von K vermindert, 

Vielleicht wirde eine energischere Auswaschung des 
Ca(OH), naher zum Ziel gefiihrt haben. Wir haben das nicht 
untersucht und es vorgezogen, jedenfalls die Methode aufzu- 
geben, weil die Anwendung solcher groBen Fliissigkeitsmengen 
ihre Nachteile hat. AuBerdem war der Gilbertsche Vorschlag 
zur Kalkbehandlung nicht mehr als eine Suggestion, die man 
in seiner betreffenden Arbeit durch Versuchsresultate nicht be- 


wiesen findet. 


B, Entfernung der Phosphorséure mittels einer Lésung von 
CaCl, und Ca(OH). 

Der Versuch, die Phosphorsiure in dieser Weise zu ent- 

fernen, stammt aus dem Stadium unserer Untersuchungen, in 

dem wir den (alkalischen) waBrigen Auszug der (Serum) Asche 


1) Etwas bei der Bewirkung verloren gegangen. 
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studierten’). Da meinten wir, mittels einer Lésung von CaCl, 
und Ca(OH), sowohl CO, wie P,O, entfernen zu kénnen. Zu 
diesem Zweck fertigten wir ein Gemisch von gleichen Volumina 
10°), iger Chlorcalciumlésung und gesittigter Kalkwasserlésung 
an. Als kiinstlichen waBrigen Aschenauszug nahmen wir eine 
Mischung von der folgenden Zusammensetzung: 


15 cem KCl- Lésung von 0,72°/,, 
10 » NacCl- ” » 9,00°/,, 
15 » Na,CO,- ” ” 5,00°/, . 
10 » Na, HPO,- ” ” 3,00°/,, 

5 » Na,SO,- ” ” 4,00°/,. 


Dieses Gemisch wurde zu 60 ccm mit Wasser verdiinnt. 
Nennen wir diese Filiissigkeit A. 

Daneben wurde eine Filiissigkeit B hergestellt, die eben- 
falls 15 ccm KCl-Lésung von 0,72°/, enthielt und weiter ebenso 
zu 60cem mit Wasser verdiinnt war. 

Es sollte nun aus der Mischung A die CO, und P,O, ent- 
fernt werden. 

Es wurde das erzielt, indem wir zu 10 ccm der Fliissig- 
keit A, die sich in einem Glasrohr befand, aus einer Biirette 
etwas von der genannten Kalklésung zuflieBen lieBen. Es ent- 
stand dann ein Niederschlag, der abzentrifugiert wurde, wozu 
nicht mehr als einige Minuten erforderlich waren. Dann lieBen 
wir noch ein Paar Tropfen der Kalklésung aus der Biirette 
zuflieBen; entstand dann ein Niederschlag, so wurde wieder 
zentrifugiert, nochmals etwas Kalklésung hinzugefiigt usw., bis 
die klare Loésung nicht mehr durch die Kalksolution getribt 
wurde. Dann vermischten wir wieder, zentrifugierten, hoben 
die klare Fliissigkeit ab, die in eine Porzellanschale iiberge- 
bracht wurde und fast alles Kalium enthalten sollte. Weiter 
wurde der Niederschlag einige Male mit Kalkwasser (ohne CaCl,) 


1) Wie H. Rose zuerst (1849) nachgewiesen hat (I. c.), bleibt nach 
Auslaugung mit Wasser immer noch Kalium (und Natrium) in der Asche 
zuriick; es bildet sich namentlich bei der Veraschung das in Wasser 
unlésliche CaKPO, und CaNaPO,. Diese Substanzen sind léslich in HCI. 
Daher kommt es, da8 man in den betreffenden Lehrbiichern eine Aus- 
laugung auch mit HCl vorgeschrieben findet. Den Grund dafiir fand ich 
nirgendwo angegeben. In den in diesem Paragraph mitgeteilten Unter- 
suchungen laugten wir die Asche blo® mit Wasser aus. (Vgl. Anmerkung 
auf 8. 460.) 
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ausgewaschen und jedesmal das klare Waschwasser in die ge- 
nannte Porzellanschale gebracht, und mit der urspriinglichen 
Fliissigkeit vermengt, zu etwa 4 ccm auf dem Wasserbade ein- 
geengt. Nach Ansaiuerung mit verdiinnter Essigséure bis zur 
eben sauren Reaktion, brachten wir die Fliissigkeit in ein 
Zentrifugierrohr und spiilten die- Schale mit etwas Wasser 
einige Male aus. 

Es befanden sich dann im Zentrifugierrohr die Bestand- 
teile von 10 ccm von Fliissigkeit A, jetzt aber befreit von 
CO,, PO,. einem Teil der SO,, aber vermischt mit ein wenig 
Calcium, das jedoch der Reaktion mit Kobaltreagens nicht 
schadet. (Der Gebrauch von Barium statt Calcium hatte keine 
befriedigenden Resultate geliefert.) 

Zu der also erhaltenen schwach sauren Filiissigkeit wurde 
1,5 ccm unseres Kobaltreagenses hinzugefiigt. 

Daneben wurden nun 10 ccm der reinen Chlorkalium- 
lésung B zu etwa 4 ccm auf dem Wasserbade eingeengt und 
unter Hinzufiigung von ein wenig Essigsiure ebenfalls mit 
1,5 cem Kobaltreagens versetzt. 

Endlich wurde als dritte Fliissigkeit noch eine reine Chlor. 
kaliumlésung genommen, die mit derselben Menge CaCl, und 
Ca(OH), versetzt war, die auch fiir A angewandt war. 

Von diesen drei Experimenten wurden Parallelversuche 














angestellt. 
Wir lassen jetzt die Resultate dieser Versuche folgen. 
Tabelle IX. 
ane | Volum des 
Flissigkeiten Kobaltgelbs 
a 10ccm Flissigkeit A wird gefallt mit 6,5ccm Kalk- | 
mischung (CaCl, 10°/, und Kalkwasser zu gleichen 
Volumina). Nach kraftigem Zentrifugieren wird in | 
der obenstehenden Fliissigkeit, die man scharf ab- | 
gieBen kann, das Kalium bestimmt mittels 1,5 com 
Ce De ce ree eee. 105 
ee ree eee ee er ee ee | 105 
b 10cem Fliissigkeit b, ohne Kalkbehandlung, versetzt 
mit: 15 com Geaverenens ews 8 92 


Oh cy ne oe re edo rte | 93 


ec 10 ccm Fliissigkeit b, versetzt mit 6,5 ccm Kalk- | 
mischung, 1,5cem Kobaltreagens ......... 105 
OC Teen WOE GD ok ewes 105 
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Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, daB die mit Kalk- 
mischung behandelten Lésungen A und C mehr Kobaltgelb ge- 
liefert haben als die reine Chlorkaliumlésung. 

Wir kamen auf den Gedanken, daB vielleicht die Kalk- 
mischung nicht frei von Kalium gewesen sei, obgleich die 
Priparate, die wir vorher untersucht hatten, kein Kalium ent- 
hielten. Es schien aber nicht unmdglich, daB entweder das 
Kalkwasser oder die CaCl,-Lésung oder beide Kalium aus dem 
Glas aufgenommen hatten. Nun waren in der Tat die Lésungen 
etwa 14 Tage alt. Bei naherer Untersuchung zeigte es sich 
nun, daB 6,5 ccm der Mischung 11 Teilstriche Kobaltgelb lie- 
ferten und daB das CaCl, daran schuld war. Zieht man also 
von 105 11 ab, so bekommt man 94. Damit ist also das Re- 
sultat in ziemlich befriedigender Weise erklart. 

Wir heben also mit Nachdruck hervor, da8B man 
stets frische oder nicht mehr als 2 bis 3 Tage alte 
Calciumlésungen zur Fallung des Phosphates anwen- 
den soll. 

Man kann auch Altere nehmen, wenn man die Flaschen, 
in denen man sie aufbewahrt, paraffiniert. 

Wir geben jetzt noch eine Versuchsreihe, die bezweckte 
zu erforschen, ob, wenn statt 10 com der Lésungen 5 ccm ge- 
braucht wurden, ‘in den drei Fallen die Hialfte des Nieder- 
schlages, also etwa 47 Kobaltgelb, sich bildete. 











Tabelle X. 
Oe Volum des 
Fliissigkeiten Kobaltgelbs 
a 5ccm Flissigkeit A wird gefallt mit 3,25 com Kalk- 
mischung (CaCl, 10°/, +- Kalkwasser) zu gleichen Vo- 
lumina). Nach kraftigem Zentrifugieren wird in der 
obenstehenden Fliissigkeit, die man scharf abgieBen 
kann, das Kalium bestimmt mittels 1,5 ccm des Ko- | 
DOE ote Cle es ee 8 6 ee ete et | 48,0 
I WU BS. a. OS SE WME 43,5 
b 5com Fliissigkeit B, ohne Kalkbehandlung, versetzt | 
mit 1,5com des Kobaltreagenses ......... 47,0 
ie | 46,0 
ec 5ccm Flissigkeit B, versetzt mit 3,25 com Kalk- | 
mischung und 1,5ccm des Kobaltreagenses ... . 46,0 


eres WONG. Se a oe a's 46,0 
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Die Resultate dieser Tabellen sind nicht befriedigend, in- 
soweit, da die mit Kalkmischung behandelte Fliissigkeit A 
eine Kobaltgelbmenge lieferte, die bedeutend kleiner war als 
die von Filiissigkeit B und ebenso als von Fliissigkeit C. Spater 
stellte sich heraus, daB versiumt war, die weiBen Niederschlage 
von a und a’ und c und c’ mit Kalkwasser auszuwaschen. 

Eine Wiederholung des Versuchs, wobei dieses Versiumnis 
vermieden wurde, ergab dann befriedigende Resultate. Dabei 
haben wir uns zur gleichen Zeit iiberzeugt, da die Aus- 
waschungsfliissigkeit gerade fiir die Differenz verantwortlich 
gemacht werden mubBte. 

Wir lassen jetzt noch eine Versuchsreihe folgen, in der 
der Versuch mit 10 ccm Fliissigkeit A und B und mit 5 cem 
Fliissigkeit A und B nebeneinander ausgefiihrt wurde. 

















Tabelle XI. 
a he Volum des 
Fliissigkeiten Kobaltgelbs 

a 5ccm Fliissigkeit A-+ 6,5 com Kalkmischung; Pricipi- 

tat mit 6,5 cem Kalkwasser ausgewaschen. Die ur- 

spriingliche und die Wasch-Fliissigkeit miteinander 

vermischt und zu 4ccm auf dem Wasserbade einge- 

engt; ansiuern durch geringe Menge Essigsiure; Zu- 

satz von 1,5cem Kobaltreagens .......... 93,0 
a” II A EE Re Ne 93,0 
b 10ccm Fliissigkeit B +- 6,5 ccm Kalkmischung einge- 

engt zu 4ccm, angesiuert mit ein wenig Essigsiure, 

Zusatz von 1,5cem Kobaltreagens......... 92,0 
bY Pees SG Oe cee ets 92,0 
a” 5ccem Fliissigkeit A -+- 3,25 cem Kalkmischung. Pra- 

cipitat mit 3,25 cem Kalkwasser ausgewaschen. Die 

urspriingliche und die Wasch-Flissigkeit miteinander 

vermischt und zu 4ccm auf dem Wasserbade einge- 

engt; ansiuern durch geringe Mengen Essigsdure; Zu- 

satz von 1,5cem Kobaltreagens.......... 47,0 
al” Posse 068 Boe ee ES OM 46,5 
b” 5cem Fliissigkeit B +- 3,25 cem Kalkmischung einge- 

engt in 4ccm, angesduert mit ein wenig Essigsiure; 

Zusatz von 1,5ccm Kobaltreagens......... 45,5 
i" Ges WOE og 5 5 ek tee 45,0 





Aus dieser Versuchsreihe erhellt folgendes: 

1. Zunachst bringt a, a’, b, b’ eine Bestatigung des er- 
wahnten Befundes, da8 aus der Mischung von KCI, NaCl, Na,CO,, 
Na,SO,, Na,HPO,, das Kalium entfernt und in zuverlassiger 
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Weise quantitativ bestimmt werden kann. Das namliche gilt 
bei der Vergleichung von a”, a”, b”, b”. 

2. Vergleicht man den Mittelwert von a, a’ mit dem Mittel- 
wert von a’, a”, so ergibt sich eine befriedigende Proportio- 
nalitat. Diese Proportionalitit wird auch beobachtet bei dem 
Vergleich des Mittelwerts von b, b’ und von b” und b’”. 

3. Sehen wir, daB ein UbermaB von Kobaltreagens auf 
das Volum des erhaltenen Kobaltgelbs keinen EinfluB ausiibt. 
Der Leser wird ja bemerken, daB zu dem Kalium von 5 ccm 
der Lésung dieselbe Menge Kobaltreagens, nimlich 1,5 ccm, 
hinzugefiigt wurde wie zu dem Kalium von 10 ccm. 


Endlich wollen wir noch eine der mit Serum ausgefiihrten 
Versuchsreihen erwahnen. 

Es werden 2 mal 25 ccm Pferdeserum getrocknet und verascht 
und von der Asche ein waBriger Auszug hergestellt. Das gleiche 
wird getan mit 2mal 25 ccm Serum, zu dem je 5 ccm der Chlor- 
kaliumlosung B (15 com KCl 0,72 -+- 45 H,O) hinzugefiigt waren. 
In den vier Filiissigkeiten wird nach dem angegebenen Verfahren 
das Kalium bestimmt. 

Das Resultat ist folgendes: 


Tabelle XII. 








Serum, mit einer bekannten KCl-Menge versetzt 








| Mittelwert 
a 25 ccm Serum liefern. ....... 69 Kobaltgelby 69.25 
a’ Parallelversuch vona ....... 69,5 ” f _ 
b 25cemSerum-+-5cem KC10,18°), liefern 115 * \ 1155 
b’ Parallelversuch von b ....... 116 ma 


Der Unterschied zwischen beiden Mittelwerten ist 46,25, 
das ist also ein Wert, der dem von 5ccm reiner KCl-Lésung 
(vergl. obige Tabelle) sehr nahe kommt. 

Trotz der Verbrennung des Serums und des wieder- 
holten Auswaschens, wobei natiirlich Spuren verloren 
gehen kénnen, findet man die hinzugefiigte K-Menge 
zuriick. 

Erwahnt sei noch ein anderer Versuch, in dem mehr KCl 
zum Serum hinzugefiigt wurde und zwar 5 ccm einer 0,72°/, igen 


39,1 ; 
KCl-Lésung, was 0,036 - 7, = 0,01887 g K entspricht. 


’ 
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Tabelle XIII. 














Seem, mit einer > testis ‘KC. Sens versetzt | | Mittelwert 
a 25 ccm Serum liefen. ....... 65 Kobaltgelb \ 65 
a’ Parallelversuch vona.......-. 65 - | 
b 25cem Serum -+-5 com KCl 0,72°), liefern 252 - \ 2515 
b’ Parallelversuch von b........ 251 ~ ‘ 


Zieht man von 251,5 65 ab, so bleibt fiir die hinzu- 
gefiigte KCl-Menge 186,5, was nach dem Mittelwert eines Teil- . 
strichs mit 186,5-0,0001 g = 0,01865 g Kalium iibereinstimmt, 
eine Abweichung deshalb von bloB 0,00022 g Kalium. 

Aus diesen Versuchen geht also hervor, daB die Behand- 
lung mit dem angewandten Kalkgemische brauchbare Resultate 
geliefert hat. Von einer Zuriickhaltung eines Teils des Kaliums, 
die bei der Erhitzung mit festem Ca(OH), beobachtet wurde 
(S. 438), ist nicht die Rede und auch die Entfernung der Phos- 
phorsaure ist eine geniigende. Ich sage eine ,,geniigende“, nicht 
eine vollstindige, denn man kann in der mit Kalkmischung 
behandelten Fliissigkeit mittels molybdansauren Ammoniaks 
noch deutlich Phosphorsdéure nachweisen. 

Letzterer Befund hat nun Veranlassung gegeben, zu unter- 
suchen, wieviel Phosphorsaéure in einer reinen KCl-Losung vor- 
handen sein darf, ohne Stérung zu verursachen. 


c) Wieviel Phosphorsaure (Phosphat) darf in einer 
KCl-Lésung vorhanden sein, ohne zu stéren? : 
Um diese Frage zu beantworten, wurden folgende Flissig- 
keiten bereitet: 
5cem KCl-Lésung von 0,36°/, 


5 ecm “ “ » , in der sich befand 0,2 ccm 
Na,HPO,-Lésung von 3°), 
5 ccm " “ » , in der sich befand 0,2 ccm 
Na,HPO,-Lésung von 6°), 
5 ccm “ . » , in der sich befand 0,5 ccm 





Na, HPO, -Lésung von 6°/). 
Diese Fliissigkeiten werden in Parallelversuchen in der 
gewohnlichen Weise mit ein wenig Essigsiure und 1,5 ccm 
unseres Reagenses versetzt. Nachdem die Gemische wahrend 
16 Stunden im Brutofen verweilt haben, wird das Volum des 


Kobaltgelbs ermittelt. 








menenparste FS 


aie 
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Die folgende Tabelle enthalt die Resultate. 
Tabelle XIV. 


Der EinfluB von Anwesenheit verschiedener Phosphorsiuremengen in einer 
reinen KCl-Lésung auf das Volum des Kobaltgelbs. 








| Volum des 





Fliissigkeiten | Kobaltgelbs 

a 5cem KCl-Lésung von 0,36°/,-+-1,5 cem Kobaltreagens | 92 
Se rear re ae 2 
b 5com KCl-Lésung von 0,36°/,-+-0,2 com Phosphat- 

lésung von 3°/,-++1,5ccm Kobaltreagens ..... . 92 
Pee ee ee eee 92 
eo 5cem KCl-Lésung von 0,36°/,-+ 0,2 com Phosphat- 

lésung von 69/,-+-1,5cem Kobaltreagens ..... . 92 
@ femmoweemen WONG. i He ee 92 
d 5cem KCl-Lésung von 0,36°/,-+ 0,5 com Phosphat- 

lésung von 6°/,-+-1,5cem Kobaltreagens ..... . 92 
DVO VON Os). 6g cc Soin ee we eS 92 


Wie ersichtlich, hat sogar 0,5 com Phosphatlésung von 6°/, 
das Volum des durch 5 ccm KCl-Lésung von 0,36°/, herbei- 
gefiihrten Niederschlages weder vermehrt noch vermindert. 

Um die Phosphatmenge kennen zu lernen, die das 
Volum des Pricipitates wohl beeinflussen wiirde, wurden statt 
0,5 cem Phosphatlésung 1 ccm und 2 ccm genommen und dann, 
um die Lésungen weniger konzentriert zu machen, diese hinzu- 
gefiigt zu resp. 5 com KCl-Lésung von 0,36°/, +-4 ccm Wasser, 
und 5 ccm KCl-Lésung von 0,36°/,-+-3ccm Wasser. Um das 
Verhiltnis zwischen den Volumina der zu untersuchenden Fliissig- 
keit und des Reagenses (5:1,5) innezuhalten, wurde 3 ccm 
Reagens benutzt. Es stellte sich aber heraus, daB so viel Phos- 
phat nicht ohne schidlichen Einflu8 war; denn die Volumina 
des Pricipitates betrugen jetzt 97 und 102. 

Also konnte ohne Schaden fiir die K-Bestimmung 
0,5 cem 6°/,iger Phosphatlésung von 3°/, 0,006 g P,O, 
hinzugesetzt werden. 

Nachdem dies festgestellt war, wurde untersucht, ob 10 ccm 
der kiinstlichen Asche (S. 434), die ebenfalls 5 ccm KCl- 
Lésung 0,36°/, enthielt und weiter 0,6 com Natriumphosphat 
von 3°/,, also nur 0,3 com von 6°/,, ebenfalls 91 oder 92 Teil- 
striche Kobaltmenge liefern wiirde, wie das in den Gemischen 
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von reiner KCl-Losung und Phosphatlésung (Tab. XIV) der Fall 
gewesen war. Leider war das nicht der Fall; die Volumina 
des Niederschlages betrugen 97 und 97. (Natiirlich war die 
kiinstliche Asche erst mit HCl behandelt, dann das UbermaB 
von HCl mittels kalifreier NaOH-Lésung gesittigt, und die also 
erhaltene Fliissigkeit vor dem Zusatz von Kobaltreagens mit 
ein wenig Essigsiure angesduert.) 

In kiinstlicher Asche darf man somit bei unserer 
Kaliumbestimmung die Anwesenheit von Phosphor- 
séure nicht vernachlassigen. 

Man muB8 also vor der Kaliumbestimmung die Phosphor- 
siure, wenn auch nicht vollstindig, aber doch méglichst gut 
entfernen. Wir haben gesehen, daB hierzu das von Gilbert 
ausgedachte, aber nicht experimentell begriindete Verfahren 
[Erhitzung mit festem Ca(OH),] wenig empfehlenswert ist. Das 
von uns sub B gepriifte Verfahren (S. 438) gab gute Resultate, 
wurde aber nur beim alkalischen waBrigen Ascheauszug an- 
gewandt, was natiirlich nicht ausschlieBt, daB es sich auch wohl 
beim salzsauren Auszug benutzen lassen wird. Man hat ledig- 
lich die itiberschiissige Salzsiure mit reiner NaOQH-Lésung zu 
sittigen und die also erhaltene Fliissigkeit mit ein wenig Essig- 
siure anzusiuern, um die Fliissigkeit fiir die K-Bestimmung 
fertig zu haben. 


Wir haben es jedoch vorgezogen, noch eine andere Methode 
zu priifen, die ein wenig einfacher in der Ausfiihrung sein 
diirfte und der vorigen gegeniiber jedenfalls den Vorteil hat, 
kein neues Kochsalz in die Fliissigkeit zu bringen. Freilich 
sind groBe Mengen NaC! zulissig, wie wir gesehen haben (S. 433), 
aber fiir die zweckmaBige Krystallbildung hat der Zusatz doch 
seine Grenze. 


D. Entfernung der Phosphorséiure mittels Magnesiamixtur. 


Die Entfernung der Phosphorsiure mittels Magnesiamixtur 
schien mir sehr empfehlenswert: zunachst ist sie eine weit- 
gehende; ferner erfolgt die Neutralisation der Salzsiure im 
sauren Aschenauszug mittels Ammoniak, der in leichter Weise 
durch Gliihen entfernt werden kann, und das eingefiihrte 
Magnesium ist nicht schidlich; auch betragt es nicht viel. 
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Berechnen wir erst, wieviel Mixtur man braucht, um in 
unserer kiinstlichen Asche und im Auszug von Serum- und 
Blutasche die Phosphorsiure zu fillen. 

Wir bereiteten die Magnesiummixtur durch Auflosung von 
55 g krystallisiertem Magnesiumchlorid und 70 g Ammonium- 
chlorid in 650 com Wasser und Zusatz von so viel Ammoniak 
von 0,96 epez. Gewicht, daB das Fliissigkeitsvolum 11 betrug. 
(Ammoniak von 0,96 spez. Gewicht enthalt + 10° 9 Ammoniak; 
hat man also Ammoniak von 30°/,, so kann man die 350 ccm 
des verdiinnteren Ammoniak daraus bereiten.) 

In 60 ccm unserer kiinstlichen Asche befinden sich 10 ccm Natrium- 
phosphatlésung von 8°/,, also in 10 ccm der Aschelésung */,ccm von 3°/, 
= 0,05 g Phosphat. Da das Molekulargewicht von Na gHPO,-+- 10 aq 
358 betrigt und zwei Molekiile 1 P,O, enthalten = 142, werden in 10 com 


9 
der kiinstlichen Asche 0,05 ><. = = 0,05 >< . == 0,01 g P,O, vorhan- 
: 2>< 358 i) 
den sein. 
Nun fallt 1 ccm der beschriebenen Magnesiamixtur 
0,04g P,O,. 


Also werden 0,01 g P.O, gefallt durch */, com der von uns ge- 
brauchten Magnesiamixtur. 
In ahnlicher Weise 148t sich mit Hilfe der Abderhaldenschen 
Tabellen fiir die Zusammensetzung des Blutes') berechnen, daB z. B. 
25,0 com Rinderserum brauchen wiirden: 0,150 cem der Mixtur 


2,5 » Rinderblut - “ 0,075 » - - 
2,0 » Rinderblut- 
kérperchen ” ” 0,120 ” ” ” 


Bis jetzt haben wir die Anwendung von Magnesiamixtur 
bloB fiir kiinstliche Gemische von KCl und Natriumphosphat 
und fiir kiinstliche Asche untersucht. 

Beschreiben wir nur die Experimente mit kiinstlicher 
Asche. Die mit natiirlicher Asche erfordern keine Abanderung. 

10 ccm der triiben Mischung von 8. 434 werden mit 0,9 ccm 
HCl 1:1 versetzt, wodurch die Fliissigkeit klar und sauer wird. 
Dann setzt man Ammoniak bis zur alkalischen Reaktion hinzu, 
wodurch sich das Eisen als Hydroxyd niederschlagt. Was nun 
das Volum der zuzusetzenden Magnesiamixtur betrifft, 
so haben wir zunadchst gefunden, daB die theoretische 
Menge (hier 0,25ccm) nicht geniigt. Man braucht etwa 
1ecm. Die doppelte Menge, also 2ccm, ist nicht empfehlens- 
wert; auch nicht die Halfte, d. h. 0,5 ccm. 


1) Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 106 bis 108, 1898. 
Biochemische Zeitschrift Band 71. 99 
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Auch ist strengstens davon abzuraten, bei der Fallung der 
Phosphorsiure mittels Magnesiamixtur Erhitzung anzuwenden, 
wie das Schmitz empfiehlt (1906)1). Tut man das, so hat 
das in der zuriickbleibenden Filiissigkeit vorhandene Kalium 
erheblich abgenommen. Ich kann das nur dadurch erklaren, 
daB sich dabei auBer Mg(NH,)PO, auch MgKPO, bildet. Im 
allgemeinen haben mir Verbindungen dieser Art, u. a. auch 
CaKPO, viele Schwierigkeiten verursacht. Beziiglich ihres Vor- 
kommens haben mich die alten Untersuchungen von Heinrich 
Rose®) auf diesen Gedanken gebracht. Leider sind sie ziemlich 
allgemein vergessen. Es wird niitzlich sein, daran zu denken, 
wenn man nach Schmitz das von ihm erhaltene Mg(NH,) PO, 
in Pyrophosphat umwandelt und wagt. Die Moglichkeit scheint 
mir groB, daB auch MgKPO, zugegen ist. 

LaBt man die Phosphorsaureammoniakmagnesia 
in der Kalte sich absetzen, so zeigt, wie wir gefunden 
haben, die von Phosphorsaure befreite Fliissigkeit kein Kalium- 
defizit. Nur mu8 man, wie erwahnt, nicht allzu wenig Mixtur 
anwenden; sonst ist die Phosphorsiurefallung unvollkommen 
und man bekommt stérende Verbindungen von Kobaltphosphat 
(bei mikroskopischer Untersuchung nahezu farblose Rosettchen). 

Verfolgen wir nunmehr die Technik. 

Wir versetzten also die 10 ccm der kiinstlichen Asche mit 
Ammoniak bis zur deutlich alkalischen Reaktion; dann wurde 
1 ccm Magnesiamixtur hinzugefiigt und 24 Stunden an einen 
kiihlen Ort gesetzt. 

Nach dieser Zeit wird im selben Rohr, in dem das Pricipitat 
von Mg(NH,) PO, und Fe,(OH), sich gebildet hat, der Niederschlag 
abzentrifugiert, was wenig Zeit in Anspruch nimmt; die Fliissig- 
keit wird abgehoben und mdglichst vollstandig in ein Porzellan- 
schilchen tibergebracht. Dann wird der Riickstand mit 3 ccm 
Ammoniak von etwa 10°), tiichtig vermischt, die triibe Fliissig- 
keit wird zentrifugiert, die obenstehende Fliissigkeit abgehoben 
und in das Porzellanschilchen gebracht und diese Auswaschung 
des Prizipitates noch zweimal in derselben Weise wiederholt. 
Jetzt wird die Fliissigkeit mit Waschwasser in der Porzellan- 


1) Vgl. hierzu Traedwell, Quantitative Analyse. 
*) H. Rose, Poggendorffs Annal. 76, 1 und 330, 1849; 77, 288, 1849. 
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schale zur Trockne eingedampft und der trockne Riickstand 
vorsichtig gegliiht bis keine Dimpfe mehr entweichen. Alles 
Ammoniak und Chlorammonium sind dann vertrieben. 

Der Riickstand wird in 4 ccm Wasser gelést, mit Hilfe von 
1ccm Wasser in ein Glasrohr iibergebracht (S. 452), mit ein 
wenig Essigsiure zur schwachsauren Reaktion versetzt und in 
der beschriebenen Weise mit 1,5 com Kobaltreagens beschickt. 

Wir lassen jetzt einige Zahlen folgen, erst um nachzuweisen, 
daf bei Erhitzung mit Magnesiamixtur Kalium gebunden wird. 








Tabelle XV. 
Entfernung von Phosphorsiure mittels Magnesiamixtur (unter Erhitzung). 
| Teilstriche 


| Kobaltgelb 














a 10 ccm kiinst]. Aschelésung + 1 ccm Magnesiamixtur 
(Reduktion zu 5 ccm Fliissigkeit; 1,5 ccm Kobaltlés.) 87 


Ce De a oe a we eee eee 87 

b 10 cem kiinst]. Aschelésung + 2 com Magnesiamixtur | 
(Reduktion zu 5 ccm Fliissigkeit ; 1,5 cem Kobaltlés.) 76 

be, RENNIN: Went ES 6 os cee He | 76 


Diese Versuche lehren, daB statt 91 nur 87 bzw. 76 Volum- 
teile Kobaltgelb erhalten wurden. Es muB also bei der Be- 
handlung mit Magnesiamixtur im Phosphatpricipitat Kalium 
zurickgehalten sein. In der Tat zeigt es sich, daB bei Anwen- 
dung von 2ccm Magnesiamixtur mehr Kalium festgelegt wurde 
als bei Anwendung von 1ccm. Man kann sich, wie schon er- 
wahnt, diese Zuriickhaltung kaum anders erkliren als durch 
Bildung von MgKPO,. 

Es fragt sich nun, ob in der Kalte dann wohl alles 
Kalium freigelassen wird. 

Deshalb wurde der Versuch wiederholt mit dem Unter- 
schied, daB jetzt die Magnesiamixtur 18 Stunden bei 0 bis 2° 
einwirken konnte. 

Bei dieser Temperatur waren die Resultate durchaus be- 
friedigend: Die Kobaltgelbmenge in einer Versuchsreihe be- 
trug 91,5 und 91, wenn 1 ccm Magnesiamixtur gebraucht war. 
Waren 2 ccm Magnesiamixtur gebraucht, so betrug das Kobalt- 
gelbvolum 88 und 88. Also etwas zu wenig, wahrscheinlich, 
weil der Uberschu8 von Ammoniak noch zu klein war. 

29* 
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Es war nun von Interesse, zu untersuchen, ob man mit 
weniger als 1 ccm Mixtur auch auskommen wiirde. Theoretisch 
ist 0,25 com bereits geniigend (vgl. 8.447). Deshalb priiften 
wir in derselben Versuchsreihe 0,25, 0,5, 1 und 1,5 ccm Mixtur 
und um die Bedingungen iibrigens unverandert zu halten, ver- 
setzen wir die salzsaure Aschelésung mit nicht mehr als mit 
der zur deutlichen Neutralisation nétigen Ammoniakmenge. 

Es stellte sich nun heraus, daB nach der gewohnlichen 
Behandlung und Hinzufiigung von 1,5ccm Kobaltreagens, so- 
wohl beim Gebrauch von 0,5 ccm, wie von 0,25ccm Magnesia- 
mixtur, das Volum des Niederschlages mehr als 150! betrug. 
Beim Gebrauch von 1 ccm Mixtur war das Kobaltvolum wie- 
der 91; war aber 1,5 ccm Mixtur gebraucht, so betrug das 
Volum des Kobaltgelbs 90 und 89, also wieder etwas zu wenig. 

Durch auBere Umstinde waren wir gendtigt, diese Unter- 
suchungen vorlaufig abzuschlieBen. Es ist sehr wahrscheinlich, 
daB bei Anwendung von mehr Ammoniak der Zuriickhaltung 
auch von geringen Kaliummengen vorzubeugen sein wird; auch 
wenn man mehr als 1,5 ccm Mixtur gebraucht. Hauptsache 
aber ist hier, daB man die Vorbereitung zur Kalium- 
bestimmung einer Aschelésung durch Anwendung von 
Magnesiamixtur erheblich abkiirzen kann. 

Die Einzelheiten werden spater bei den betreffenden Fliissig- 
keiten eine Besprechung finden. 


V. Beschreibung der Methodik unserer Kaliumbestimmung. 


Schreiten wir jetzt zu der Beschreibung der Methodik, 
wie wir dieselbe nach zahlreichen Proben und Gegenproben 
vorschlagen kénnen. 


A. Apparatur’), 


a) Die trichterférmigen Réhrchen. 


Die Rohrchen, in denen die Volumbestimmungen des 
Kobaltgelbs ausgefiihrt werden, sind dieselben, die ich friher 
beschrieben und abgebildet habe in meiner Arbeit: Eine Methode 


1) Dieselbe kann man ganz oder teilweise von Herrn J. J. Boom, 
Mechaniker des hiesigen physiologischen Instituts, beziehen. 
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zur Bestimmung des osmotischen Druckes sehr geringer Fliissig- 
keitsmengen’). 

Der trichterférmige Teil hat einen Inhalt von etwa 2,5 ccm. 
Der Hals, dessen kalibrierter Teil eine Lange von 57 mm bei 
einem Inhalt von 0,04 ccm hat, ist unten zugeschmolzen. Der- 
selbe ist in 100 Teile geteilt, so daB der Raum 
zwischen zwei Teilstrichen 0,0004 ccm entspricht. 
Viel kommt auf eine sehr genaue Kalibrierung 
an; deshalb geniigt es fiir den Fabrikanten nicht, 
den Raum von 0,04 ccm mittels Quecksilber 
zu bestimmen und dann in der iiblichen Weise 
die entsprechende Rohrlange in gleichen Teilen 
zu verteilen, sondern es ist notwendig, die Ka- 
librierung der verschiedenen Stellen durch wieder- 
holtes Auswaigen zu bewerkstelligen. Auch die 
Reinigung der Roéhrchen ist wichtig. Dieselbe 
erfolgt durch Behandlung mit Kaliumbichromat 
und Schwefelsaure, derselben Fliissigkeit, die man 
auch fiir die bekannten Chromsaure-Elemente be- 
nutzt. Hierzu saugt man die chromsaure Fliissig- 
keit in ein Glasrohr auf, das man sich selbst 
in einer Bunsenschen Flamme zu einem langen 
Capillar ausgezogen hat. Man bringt nun das 
mit Bichromatlésung gefiillte Glasrohr in den 
capillaren Teil des trichterférmigen Rohrchens 
und 1aBt die braune Lésung zuflieBen. Aus einer 
gewohnlichen Pipette kann man weitere Bichro- 
matlésung in den trichterférmigen Teil nachflieBen lassen. 
Man wartet einige Stunden, wirft die Lésung aus dem trichter- 
formigen Teil weg und entfernt mittels des genannten zu einem 
Capillar ausgezogenen Glasrohres den Inhalt des Capillarteils 
des Trichterréhrchens und spiilt wiederholte Male mit destil- 
liertem Wasser aus. 

Endlich miissen die Roéhrchen getrocknet werden. Das 
erfolgt einfach dadurch, daB man die Trichterréhrchen, mit 
der offenen Seite nach unten gekehrt, in die Zentrifuge setzt- 




















1) H. J. Hamburger, diese Zeitschr. 1, 263, 1906. Vgl. auch 
Hamburger, Journ. de Physiol. normale et de Pathol. 1900, 889; Os- 
motischer Druck und Ionenlehre 1, 379, 1902. 
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Das Wasser wird dann vollstindig ausgeschleudert. Dieses Ver- 
fahren ist weit besser als Trocknung im Trockenschrank, weil 
es sich so leicht ereignen kann, daB das destillierte Wasser 
einige Verunreinigungen gelést enthalt, die sich natiirlich beim 
Eintrocknen auf der Capillarwand absetzen. 


b) VerschlieBbare Glasroéhren. 


Bei unserer Methode wurden wiederholte Male verschlieB- 
bare Glasrdhren benutzt, und zwar nicht nur fiir die Abschei- 
dung des Kobaltgelbs, sondern auch fiir die Auswaschung von 
Niederschlagen, wozu man sonst immer Filter zu gebrauchen 
pflegt. Jeder, der ein Pracipitat auszuwaschen hat, wei’, wie- 
viel Zeit und Miihe eine vollstiindige Auswaschung oft kostet. 
Wir koénnen nicht genug den Gebrauch der Zentrifuge dafiir 
empfehlen. Man hat nur die Filiissigkeit abzuzentrifugieren, 
abzuheben, durch Waschfliissigkeit zu ersetzen, diese mit dem 
Niederschlag innig zu vermischen, wieder zu zentrifugieren und 
die genannten Manipulationen ein- oder zweimal zu wieder- 
holen, und man hat in viel sichererer, bequemerer und schnellerer 
Weise die Auswaschung erzielt als mittels Auswaschung auf 
dem Filter. Es ist fast unverstindlich, da8 man diese 
Methoden im chemischen und physiologischen Labo- 
ratorium kaum anwendet. 

Die von uns gebrauchten Rohren waren angefertigt aus 
vorziiglichem Glas, das mit Hinsicht auf anderweitige Anwen- 
dungen auch die Sterilisation in Wasserdampf ertrug. Sie 
hatten einen Inhalt von 40 ccm. Natiirlich kénnen auch Rohren 
von anderen GréBen angewandt werden. Wir besitzen Sitze 
von verschiedenem Inhalt. Sie kénnen hermetisch verschlossen 
werden. Wir erzielten das durch Ebonitstépsel, die mittels 
Gummiring genau ins Glasrohr passen. Mu8 man die Glas- 
rohren in stromenden Wasserdampf sterilisieren, so empfiehlt es 
sich, statt Ebonit Kupfer zu nehmen. Aber auch hier wird 
der Verschlu8 durch Gummiring erzielt. 

Man hat beim Zentrifugieren immer daran zu denken, 
daB durch die Luftstr6mung Verdampfung stattfindet. Daher 
ist es im allgemeinen ratsam, die Rohren zu verschlieBen. AuBer- 
dem kénnen etwaige saure Dimpfe auf das Metall der Zentri- 
fuge nachteilig wirken. Aus denselben Griinden ist es notig, 
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die Roéhren zu schlieBen, wenn sie sich wahrend einer langen 
Zeit im Brutschrank befinden. 


c) Die Zentrifuge. 

Die Zentrifuge, die wir anzuwenden pflegen, ist eine Runne- 
sche. Dieselbe besteht aus einer kupfernen Schale, die auf 
einem Elektromotor angebracht ist. Innerhalb der Schale be- 
findet sich ein Gestell, das 4 Metallhiilsen tragt. In diesen 
Metallhiilsen kénnen 4 GefiBe von je 80 ccm Platz finden. 
Es werden Gestelle dabei geliefert, die gestatten, auch GefaiBe 
von kleinerem Inhalt zu enthalten. Weiter stehen noch 4 Metall- 
gestelle, die je 3 Trichterréhrchen fassen kénnen, zur Ver- 
fiigung, so daB 12 solcher Rohrchen gleichzeitig zentrifugiert 
werden kénnen. Diese Gestelle sind derart konstruiert, daB 
die Réhrchen nicht auf den Boden des capillaren Teils, sondern 
auf den schmalen Teil des Trichters ruhen. Sonst wiirden die 
Rohrchen durch den Druck zerbrechen. Der Motor bringt die 
Schale in Bewegung und damit auch das vierarmige Kreuz, 
das in der Schale befestigt ist. Die Maschine lauft bei sorg- 
faltiger Fundamentierung auBerst ruhig. Es ist als ob sie still- 
stinde. Die Tourenzahl betrigt 3000 pro Minute. Auch jede 
andere Zentrifuge mit ruhigem Gang kann benutzt werden; 
es ist nichts weiter nétig, als daB die Tourenzahl 3000 betragt; 
dieselbe darf gréBer oder kleiner sein. 


B. Das Kobaltreagens. 


50 g krystallisiertes Cobaltum nitricum wird in 100 ccm 
Wasser gelést und die Lésung mit 25 ccm Eisessig versetzt. 
Nennen wir diese Lésung A. 

Daneben werden 50 g NaNO, (kaliumfrei) in 100 ccm 
Wasser gelést. Nennen wir diese Lésung B. 

Die beiden Fliissigkeiten kénnen sehr lange Zeit aufbewahrt 
werden. 

Um aus den beiden Fliissigkeiten das Reagens anzufertigen, 
mischt man 6 Volumteile von A mit 10 Volumteilen von B, so 
daB das Reagens ungefaéhr 17°), krystallisiertes Kobaltnitrat 
enthalt. 

Es findet bei der Mischung von A und B eine bedeutende 
Gasentwicklung statt. Es ist nicht ratsam, die Mischung gleich 
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zu verwenden, denn die Gasentwicklung ist nicht in kurzer Zeit 
vollstandig beendigt; befinden sich Gasteilchen in der Pricipitat- 
masse, so kann das zu Fehlern Veranlassung geben. Deshalb 
warten wir etwa 5 Stunden mit dem Gebrauch des Reagenses. 
Wir pflegen nicht viel mehr zu bereiten, als wir in den 
nachsten 2 Tagen zu verwenden gedenken, und setzen es in 
dieser Zeit an einen kihlen Ort. Vielleicht halt es sich viel 
langer, aber die Miihe der neuen Anfertigung ist so gering, 
daB8 man irgendeine Schwiachung nicht zu riskieren braucht. 


C. Die Menge des Reagenses. 

Wie erwahnt (vgl. 8.427), ist das Verhaltnis zwischen 
dem Volum der Flissigkeit und dem des Reagenses 
von ausschlaggebender Wichtigkeit. 

Wir erhielten immer zuverliassige Resultate, wenn 5 ccm 
der Kalium enthaltenden Fliissigkeit mit 1,5 com des Reagenses 
versetzt wurden, also nahezu 4°/, krystallisiertes Kobaltsalz 
(Nitrat) enthielt. Nimmt man viel mehr Reagens, z. B. 2,5 ccm 
Reagens auf 5 ccm Fliissigkeit, so entstehen Konglomerate und 
die Volumbestimmung liefert keine zuverlissigen Resultate 
(S. 429). 

Es ist gleichgiiltig, ob die 5 ccm Flissigkeit wenig oder 
viel Kalium enthalten. 0,0001 g Kalium gibt 0,0004 ccm gleich 
1 Teilstrich Kobaltgelb; 0,0002 g Kalium liefern 2 Teilstriche; 
0,010 g Kalium liefern 100 Teilstriche Kobaltgelb. Es hat 
sich herausgestellt, daB 0,020 g Kalium noch durch 
1,5 ccm Reagens vollistandig gefallt wird (vgl. Ta- 
belle XVI, 8.458). Glaubt man mehr Kalium in der zu 
untersuchenden Filiissigkeit zu haben, so bringt man ent- 
weder das Fliissigkeitsvolum auf 10 ccm und fiigt 3 ccm 
Reagens hinzu oder man gebraucht nur die Halfte, d. h. 
5 ccm, und setzt 1,5 com Reagens hinzu. Wir wiederholen: 
um ein feines, gleichmaBiges Pracipitat zu bekommen, kommt 
es darauf an, das Verhaltnis zwischen dem Volum der zu 
untersuchenden Fliissigkeit zu dem des Reagenses auf 5:1,5 
zu haben. Zu diesem Zweck wird die zu untersuchende Fliis- 
sigkeit immer auf etwa 4 ccm in einer kleinen Porzellanschale 
auf dem Wasserbade in ein Glasrohr (vgl. sub b S. 452) iiber- 
gegossen und mit kleinen Mengen destillierten Wassers bis zu 
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1 cem nachgespilt. Es befinden sich dann etwa 5 ccm Fliis- 
sigkeit im Glasrohr. 


D. Versuchsverfahren und Genauigkeitsgrad. 


5 ccm der bei Anwesenheit nicht zulissiger Stoffe vor- 
bereiteten (vgl. unter III, 8.432 und IV) und jedenfalls mit 
Essigsaure schwach angesduerten Filiissigkeit') befinden sich 
in einem sub 2 erwahnten Glasrohr. Mittels einer platten 
oder zylindrischen Pipette werden 1,5 ccm des Kobaltreagenses 
hinzugefiigt, wahrend man das Rohr sanft*) schiittelt. Es 
bildet sich fast unmittelbar ein feines gelbes bis orangegelbes 
Pracipitat; dann wird das Rohr mittels Ebonitdeckels ver- 
schlossen und in einen Brutschrank von + 37° versetzt. 

Nach einer halben Stunde wird der Inhalt ein wenig um- 
geschiittelt, nach einer zweiten, dritten und vierten halben 
Stunde wieder. Dann wird er sich selbst iiberlassen. Nach- 
dem die Fliissigkeit wahrend 16 oder 18 Stunden sich selbst 
iiberlassen gewesen ist, wird das Rohr aus dem Schrank ge- 
nommen und man 1aBt die Fliissigkeit bei Zimmertemperatur 
abkihlen. 

Es soll jetzt das Volum des Kobaltgelbs ermittelt werden. 
Zu diesem Zweck setzt man das Rohr in die Zentrifuge; be- 
reits nach 10 Minuten oder einer Viertelstunde ist man im- 
stande, die klare Fliissigkeit abzuheben. 

Es empfiehlt sich selbstverstandlich nicht, dieselbe voll- 
standig abzusaugen; denn man braucht etwas Mutterlauge, um 
das Pracipitat in das trichterformige Rohrchen iiberzubringen. 
Hierbei hat man folgendes zu beachten. 

Es liegt auf der Hand, daB es erwiinscht ist, das Kobalt- 
gelb als eine vollkommen homogene Masse von gleichmaBiger 
Dichte in allen Schichten des Capillarteils zu haben. Um das zu 
erzielen, wird folgenderweise verfahren: Mittels eines zu einem Ca- 


1) Freie Mineralséuren diirfen nicht vorhanden sein. Darin lést 
sich das Kobaltgelb. 

*) Kraftiges Schiitteln ist zu vermeiden; denn die Krystallchen 
sind éuBerst spréde. Man kann sich davon leicht iiberzeugen, wenn 
man ein wenig der krystallinischen Masse auf einen Objekttrager bringt 
und das Deckglas unter geringem Druck ein wenig hin- und herbewegt. 
Man sieht dann eine groBe Menge klein zersplitterter Krystallpartikelchen 
von verschiedener Gestalt. 
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pillar ausgezogenen Glasrohrs wird der capillare Teil des Trichter- 
rohrchens mit Fliissigkeit gefiillt, die soeben aus dem Glasrohr 
abgehoben war und die in einem Reagensglas immer aufbewahrt 
wird entweder fiir den Fall, daB man sie spiter noch einmal zu unter- 
suchen wiinscht, oder fiir den Fall, daB es sich herausstellen méchte, 
daB nicht genug Reagens hinzugefiigt war, um alles Kalium zu 
fallen. Es ist also die Mutterlauge der Krystallmasse. Dann 
wird 1ccm der gelben Suspension in das Trichterréhrchen ge- 
bracht. Man sieht die krystallinische Masse bereits ohne Zen- 
trifugierung im Capillar sich zu Boden senken. Es wird zen- 
trifugiert, erst langsam, allmihlich kraftiger. Hierzu geniigt 
eine Viertelstunde. Dann wird die klare Fliissigkeit aus dem 
trichterformigen Teil entfernt und durch 1ccm neue Suspen- 
sion ersetzt; wieder wird zentrifugiert usw. Wenn das Kobalt- 
gelb mdglichst vollstaéndig aus dem Glasrohr entfernt ist, wird 
der Riickstand mit klarer Mutterlauge nachgespiilt; schlieB- 
lich wird bis zum konstanten Volum zentrifugiert. Dazu ge- 
niigt noch eine halbe Stunde. Wiinscht man absolute Sicher- 
heit zu haben, so zentrifugiert man noch eine weitere Viertel- 
stunde und konstatiert, ob das Volum unverandert geblieben 
ist. Die Pipette von 1ccm, die zum Uberbringen des Prici- 
pitates angewandt wird, wird, um etwaigem Verlust vorzu- 
beugen, immer wieder in das Glasrohr zuriickgebracht. 

Vielleicht wird der Leser fragen, warum die Kobaltgelb- 
suspension nicht auf einmal in das Trichterréhrchen gebracht 
wurde? Hat man es ja in der Hand, um die klare Fliissigkeit 
so weit aus dem Glasrohr abzuheben, daB nicht mehr als 2 ccm, 
d. h. ungefaéhr der Inhalt des Trichterchens, zuriickbleibt. 

Wir antworten darauf, daB es mit Hinsicht auf eine ho- 
mogene Kompression des Kobaltgelbs besser ist, erst einen 
Teil des Kobaltgelbs, an einen anderen usw. zusammenzu- 
pressen. Unwillkiirlich vergleicht man den Mechanismus mit 
dem Fall, da eine sehr groBe Menschenmasse eine schmale 
Gasse passieren muB und einige Personen vorzeitig an die vor 
ihnen Gehenden voriibergehen wollen. Es entsteht dann an 
dem betreffenden Ort eine Stauung, die einer gleichmaBigen Ver- 
teilung der Menschenmasse entgegenwirkt. Wie dem auch sei, 
wie unsere sehr zahlreichen Versuche gelehrt haben, bekommt 
man in der angegebenen Weise sehr schén iibereinstimmende 
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Resultate. Die Ablesung erfolgt mit unbewafinetem Auge oder 
mittels einer Lupe. 

Oft liegt die Oberfliche des Priacipitates schief auf der 
Achse des Capillars; es ist dann jedoch nicht schwer, den 
wahren Stand zu schitzen. Man wird dabei wohl niemals einen 
gréBeren Fehler als */, Teilstrich machen, was 0,000025g Ka- 
lium entspricht. Man kann aber die schiefe Lage der Ober- 
flache leicht in eine horizontale verandern, wenn man mittels 
eines zu einem feinen Capillar ausgezogenen Glasrohres, die 
oberflichliche Schicht des Kobaltgelbs wegsaugt, in die oben- 
stehende Fliissigkeit verteilt und aufs neue zentrifugiert. 


Arbeitet man nach dem beschriebenen Verfahren, so ist 
der Genauigkeitsgrad ein iiberaus befriedigender. 

Gelegentlich unserer Ausfiihrungen bei der Ausarbeitung 
der Methode hat der Leser sich bereits ein Urteil dariiber 
bilden k6nnen. 

Zunichst hat es sich herausgestellt, daB, wenn man unter 
gleichen Umstinden arbeitet, dieselbe Kaliummenge immer 
iibereinstimmende Volumina an Kobaltgelb liefer!. Zum Uber- 
fluS erwihnen wir hier noch die Resultate von 6 Parallelver- 
suchen, in denen 5ccm einer KCl-Lésung von 0,36°/, nach 
schwacher Ansiuerung mit Essigsiure, nach Zusatz von 1*/, ccm 
Kobaltreagens lieferten. Wir fanden: 91, 91, 91,5, 91, 91,5 
und 91 Verteilungen Kobaltgelb’). 

Nebenbei sei erwahnt, daB als Mittelwert zahl- 
reicher Versuche fiir 5 ccm einer KCl-Lésung von 
0,36 °/,, 91 Verteilungen Kobaltgelb gefunden wurden 


Somit entsprechen 100 Verteilungen (0,04ccm) 0,018 >< 
100 100. 39-1 
cial —_ Se —_ 26 Cali 
o1 g KCl 0,018 >< 91 <a G 0,010026 g Kalium, rund 
10mg Kalium. 

1) Obgleich '/, Verteilung leicht geschatzt werden kann, haben wir 
diese nicht angegeben. Wir nahmen an, daB, um ein Beispiel zu nennen, 
wenn die Oberfliche des Niederschlages zwischen 91 und 91'/, lag, das 
Volum 91 betrug. Lag die Oberfliche zwischen 91'/, und 91*/,, so wurde 
91'/, gerechnet. Oberhalb 91'/, wurde das Volum als 92 angesehen. 

Der aufmerksame Leser wird bemerkt haben, da8 wir auch wohl 92, 
98, ja sogar 94 fanden. Das riihrt aus der Zeit, daB wir uns von dem 
EinfluB des Glases nicht bewuBt waren und auch iltere Lésungen ge- 
brauchten (vgl. S. 441). Die vorliegenden Zahlen betreffen eine frische 
KCl-Lésung (vgl. auch S. 433 u. 435). 
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Jede Verteilung Kobaltgelb zeigt also 0,0001¢g 
Kalium an. Bei sorgfaltigem Arbeiten wird ein Fehler von 
einer Verteilung nicht gemacht. 

Wenn man unter gleichen Umstanden arbeitet, ist die 
Methode sehr zuverlassig. 

Aber man mu8 weitere Anforderungen stellen. 

Da man in der Praxis nicht weiB, wieviel Kalium in 
einer Fliissigkeit vorhanden ist, so mu8 innerhalb weiter Grenzen 
ein Uberschu8 von Reagens ohne EinfluB auf das Volum des 
Kobaltgelbes sein. Mit andern Worten: Ob, um ein Beispiel 
zu nennen, 0,018g KCl mit 1,5cem Kobaltreagens versetzt 
wird oder mit 3ccm, das Volum des erhaltenen Kobaltgelbs 
muB8 in beiden Fallen 91 betragen. Das war in der Tat auch der 
Fall. Nur hat man dafiir zu sorgen, daB das Verhiltnis zwischen 
dem Volum der zu untersuchenden Fliissigkeit und dem Reagens 
sich verhalte wie 5 zu 1,5. Gebraucht man also 3 ccm Reagens, 
so muB8 das Fliissigkeitsvolum auf 10 ccm gebracht werden. 

Endlich hat man die Anforderung zu stellen, daB Propor- 
tionalitét besteht: eine n-fache Menge KC] mu8 genau ein 
n-faches Volum Kobaltgelb liefern. 

Wir haben friiher nachgewiesen, daB dies in der Tat der Fall ist. 
Zum Uberflu8 erwahnen wir noch eine neue Versuchsreihe. 


Tabelle XVI. 


Proportionalitét zwischen Kaliummenge und Volum des Kobaltgelbs. 

















Volum des Kobaltgelbs 
Flissigkeiten 
Gefunden Berechnet 
a 5com KCl-Lésung von 0,36°/, + 1,5 com 
ERs bh eee e. © hee Ow: e 91,0 91.0 
a’ Parallelversuch vona........6-. 91,0 ’ 
b 5cem KCl-Lésung von 0,18°, + 1,5 cem 
Reagens..... 1S ee te ee a 45,5 45.5 
b’ Parallelversuch von b.-......-. 45,0 ’ 
e 5cem KCl-Lésung von 0,72°/, +- 1,5 ccm 
SOE ve te er 181,5 182.0 
ce’ Parallelversuch vone......4..-. 182,0 . 
d 10ccem KCl-Lisung von 0,36°/, + 3 ccm 
I gi as ede See ore 182,0 182.0 
d’ Parallelversuch von d. ......-.-. 181,0 : 
e 5eem KCl-Lésung von 1,08°/, + 1,5 cem 
BN sca Airlie (e648. ae Scots 237,0 973.0 
e’ Parallelversuch vone........-. 237,0 ’ 
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Aus den Versuchen a und a’, b und b’, c und c’, d und d’ 
geht deutlich hervor, daB zwischen der gebrauchten Kalium- 
menge und dem Volum des Kobaltgelbs eine strenge Propor- 
tionalitét besteht. Versuch e, e’ zeigt davon eine erhebliche 
Abweichung. Aber die hinzugefiigte Kobaltmenge ist fiir 0,054 g 
KCl zu gering (237 statt 273), was auch daraus hervorgeht, 
da8 Hinzufiigung von Reagens zu der Mutterlauge aufs neue 
ein Pracipitat herbeifiihrte. 

Es wird jetzt médglich sein, mit sehr geringen Quanti- 
titen zu arbeiten; so z. B. enthalt 1g Menschenblut’) ungefahr 
0,0004 g Kalium, die 14 Teilstrichen entsprechen, also noch eine 
gut meBbare Menge. 

Carl Schmidt fand in 1000 g Menschenserum 0,39 g 
K,O = 0,3237 g Kalium. Da, wie wir gefunden haben, jeder 
Teilstrich rund 0,0001 g Kalium entspricht, repriasentieren 
0,3237 g Kalium 3237 Teilstriche, so daB 5ccm Blutserum 
etwa 16 Teilstriche Kobaltgelb liefern wiirden. 

Da der Versuchsfehler bei den Volumbestimmungen sicher 
nicht mehr als eine Verteilung zu betragen braucht, werden 
in vielen Fallen fiir die Bestimmung des Kaliums im Blut oder 
im Serum iccm bzw. 5ccm. geniigen. 


E. Vorbereitungen zur Kaliumbestimmung. 


Bis jetzt beschrieben wir in diesem Abschnitt (V) die Kalium- 
bestimmung in reinen KCl-Lésungen. Handelt es sich um die 
K-Bestimmung in organischen Fliissigkeiten oder festen Sub- 
stanzen, so hat man der Anwesenheit anderer Stoffe Rechnung 
zu tragen. Zu diesem Zwecke kann man zunichst die iibliche 
Vorbereitung in Anwendung bringen, nach der man alle Metalle 
entfernt, bis das K und Na als Chloride zuriickbleiben. 

Da wir gefunden haben, daB die Anwesenheit selbst von 
groBen Natriummengen auf das Volum des mit den K ge- 
bildeten Kobaltgelbes keinen Einflu8 ausiiben (vgl. 8. 433), so 
kann in der also erhaltenen Filiissigkeit das K bestimmt werden. 
Die Vorbereitung zur K-Bestimmung ist in diesem Fall also 
dieselbe wie bei der iiblichen Platinmethode, aber von hier an 


1) Vgl. Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem., VIII. Aufi., 
8. 307. 
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beginnt der viel giinstigere Umstand, daB man die Gewichts- 
analyse durch die viel einfachere und viel genauere Volum- 
bestimmung ersetzt, deren Resultate bei der Platinmethode 
auBerdem durch Anwesenheit von Na in so erheblichem MaBe 
beeintrachtigt werden. 

Aber auch die lange Vorbereitung ist nicht néotig. Denn 
es hat sich herausgestellt, daB nicht nur Na und Cl, sondern 
auch Ca, Mg und SO, das Volum der durch K gebildeten 
Fallung nicht beeinflussen. Allein Phosphorsdure darf nicht 
oder bloB in sehr geringer Menge vorhanden sein. Kommt 
diese in der Asche vor, so soll sie entfernt werden. Handelt 
es sich um einen alkalisch reagierenden waBrigen Aschenauszug, 
so gelangt man durch dessen Behandlung mit CaCl, -++- Ca(OH), 
zum Ziel (vgl. 8S. 438). 

Handelt es sich, wie in der Mehrheit der Fille, um ein 
Gemisch von waBrigem und salzsaurem Auszug’), so kann man 
mit Erfolg Magnesiamixtur anwenden (vgl. 8. 446), wodurch auch 
Eisen entfernt wird. 


1) Man konnte geneigt sein, zu denken, da8 alles Kalium wohl mit 
heiBem Wasser ausgelaugt werden wird und eine nachtragliche Extraktion 
mit Salzsiure iiberfliissig sei. H. Rose hat aber in zwei sehr beachtens- 
werten Arbeiten (Poggendorffs Ann. 76, 330, 1849; 77, 288, 1849), die, 
wie so viele andere alte Arbeiten, leider vergessen sind, nachgewiesen, 
daB nach dem Ausziehen mit Wasser oft Komplexe von Kalium- und 
Natriumphosphat mit Phosphaten der alkalischen Erden von ,dem Typus 
von phosphorsaurem Ammoniak Magnesia‘ zuriickbleiben. Sie sind in 
Salzsiure léslich. Zwar wird in den Lehrbiichern ganz im allgemeinen 
bei der Aschenanalyse angegeben, daB die Asche auch mit Saure aus- 
genommen werden soll, aber nicht warum, und uber die Notwendigkeit 
dieser Extraktion fiir die Kalium- und Natriumbestimmung wird nicht 
gesprochen. 

Auch wird in der ersterwahnten Abhandlung von Rose nach- 
gewiesen, daB in der mit Salzsiure verkohlten Masse nicht selten noch 
eine relativ bedeutende K-Menge zuriickgeblieben ist, die nach voll- 
kommener Veraschung ausgezogen werden kann. Es stellte sich das 
heraus sowohl bei seinen Kalium- und Natriumbestimmungen von Blut 
und Muskeln, wie von Produkten pflanzlicher Herkunft. 

Wir haben bei der Veraschung der verkohlten Masse des Blutes 
nicht soviel Schwierigkeiten empfunden. Vielleicht wohl dank der 
Anwendung des Heraeus-Ofens, der bei schwacher Rotgliihhitze in kurzer 
Zeit die Sache erledigt und iibrigens auch fiir die Erhaltung des Platin- 
tiegels so auBerst empfehlenswert ist. 
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Es braucht kaum hervorgehoben zu werden, daB dank 
der Zulissigkeit von Ca, Mg, SO, in den beiden Fallen eine er- 
hebliche Abkiirzung der Vorbereitung erzielt wird. 

Vielleicht 1a8t sich die Abkiirzung noch weiterfiihren. Es 
wird davon in den Einzelfallen spater die Rede sein. 


VI. Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode zur quantitativen Bestimmung 
geringer Kaliummengen vorgeschlagen. Sie beruht auf der 
Volumbestimmung mittels Zentrifugierens des durch 
Kobaltlésung herbeigefiihrten krystallinischen Nieder- 
schlages von Kaliumnatriumkobaltinitrit (Kobaltgelb) 
Co(NO,), -3(K/Na NO,) + nH,0. 


2. Die Methode wird derart ausgefiihrt, daB bei 
Zimmertemperatur 5 ccm der kaliumhaltenden Fliissigkeit unter 
sanfter Bewegung versetzt werden mit 1,5 ccm einer Kobalt- 
lésung, deren Anfertigung auf S. 453 angegeben wurde. 

Um die Reaktion vollstindig zu Ende kommen zu lassen, 
wird das Gemisch in einem Brutschrank von + 37°C etwa 
16 Stunden sich selbst iiberlassen. 

Nach Abkiihlung bei Zimmertemperatur wird die feine 
gelbe bis orangegelbe krystallinische Masse in trichterfoérmigen 
Roéhrchen zum konstanten Volum abzentrifugiert und es wird 
im kalibrierten Capillarteil das Volum abgelesen (Einzelheiten 
S. 450ff.). 

Der geeichte Capillarteil hat einen Inhalt von 0,04 ccm 
und ist in 100 Teile geteilt. Jeder Teilstrich entspricht 
0,0001 g Kalium. 

Der Versuchsfehler bleibt unter einem Teilstrich, 
also unter 0,0001 g Kalium, gleichgiltig ob die 
Flissigkeit wenig oder viel Kalium enthalt. 


3. Es besteht vollkommene Proportionalitat zwi- 
schen Kaliummengen und Volumina des Kobaltgelbs. 


4. Um die genannten giinstigen Resultate zu erreichen, 
muB8 das Verhialtnis zwischen dem Volum der zu unter- 
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suchenden Flissigkeit und dem der Reagensmenge 5 
zu 1,5 sein, gleichgiiltig ob die Kaliummenge gro oder klein 
sei. Ist so viel Kalium vorhanden, daB 1,5 ccm Reagens nicht 
geniigt, um alles zu fallen und wiinscht man doch die samt- 
liche Menge zu verarbeiten, so soll die zu untersuchende Fliissig- 
keit auf 10 ccm gebracht werden und statt 1,5 3 com Reagens 
genommen werden. 

0,02 g Kalium wird durch die 1,5 ccm Reagens noch 
volistindig niedergeschlagen. 


5. Die Anwesenheit groBer Natriummengen beein- 
trachtigt die Resultate nicht. 

Auch ist die Gegenwart von Ca, Mg und SO, zulassig. 

Allein Phosphorsaure darf nur in sehr geringen Quantititen 
vorhanden sein. 

Die Vorbereitung des Aschenauszugs von Fliissig- 
keiten oder festen Stoffen organischer Herkunft er- 
fordert also lediglichdie Entfernung der Phosphorsaure. 

Fiir diese Entfernung, die zu gleicher Zeit wohl immer 
auch etwa vorhandenes Eisen betreffen wird, ist eine Mischung 
von CaCl,- und Ca(OH),-Lésung oder vorteilhafter Magnesiamixtur 
anzuwenden (vgl. S. 438 u. 446). In den Einzelfallen wird diese 
Vorbereitung naher behandelt. 


6. Die Vorteile unserer Methode gegeniiber dem 
Platinchlorid- und HCl0,-Verfahren lassen sich dahin 
zusammenfassen: 

a) Die Gewichtsanalyse wird durch die in der Ausfiihrung 
bequemere und schnellere Volumbestimmung ersetzt. 

b) Die Genauigkeit ist eine viel groBere und im Zusammen- 
hang damit, darf die Kaliummenge viel geringer sein als sie 
bei der Platin- oder Uberchlorsiuremethode erfordert wird. 


So z. B. geniigt bei unserer Methode 1 ccm Blut oder 5 ccm 
Serum, wahrend die Platinmethode wenigstens 40 ccm erfordert 
(vgl. S. 459), was viele Untersuchungen unausfiihrbar macht. 
Aber auch wenn man viel mehr Serum nimmt, so bleibt bei 
der Platinmethode noch der groBe Nachteil bestehen, daB durch 
die Anwesenheit von Natrium das zur Wagung gelangende 
Platinsalz verhaltnismaéBig abnimmt (vgl. 8. 416), wahrend bei 
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unserer Methode die Gegenwart von Natrium auf das Resultat 
ohne KinfluB ist (S. 433). 

c) Die Tatsache, daB die Reaktion (Bildung und Volum 
des Kobaltgelbs) durch Anwesenheit von Ca, Mg und SO, nicht 
beeinfluBt wird, erlaubt eine kiirzere Vorbereitung der Asche 
organischer Herkunft, als dies behufs der Platin- oder Uber- 
chlorsiuremethode der Fall ist. 


7. Es wird darauf aufmerksam gemacht, daB die Aus- 
waschung von Niederschligen bequemer, schneller und ge- 
nauer erfolgt mittels Zentrifugierung als mittels Fil- 
tration. 
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Der EinfluB des osmotischen Drucks auf das Volum 
roter Blutkérperchen und das Permeabilitatsproblem. 


Eine Berichtigung. 
Von 
H. J. Hamburger in Groningen. 


(Hingegangen am 30. Juli 19165.) 


Es ist das Verdienst S. G. Hedins’), das erste Mal die 
Zentrifugalkraft benutzt zu haben um das Volum tierischer 
Zellen, und zwar von roten Blutkérperchen, zu ermitteln. Das 
kalibrierte CapillargefaB, in dem er diese Volumbestimmungen 
vornahm, belegte er mit dem Namen Hamatokrit. Spitere 
Autoren haben daran einige Modifikationen angebracht. 

Hedins betreffende Untersuchungen befassen sich mit der 
Bestimmung des prozentischen Volumgehalts des Blutes an Blut- 
kérperchen bei Gesunden und Kranken. Zu diesem Zweck ver- 
mischte Hedin das Blut mit Miillerscher Fliissigkeit. 

Nun hat sich in der Literatur die Meinung einge- 
schlichen, daB es derselbe Autor gewesen ist, der das 
erste Mal den EinfluB des osmotischen Drucks auf das 
Blutkérperchenvolum nachgewiesen hat. 

Man kann diese Meinung u.a. lesen in Hammarsten-Hedins 
Lehrbuch der physiologischen Chemie, 8. Aufl. 1914, S. 7 und 
8. 306; auch in Hébers Physikalische Chemie der Zelle und 
Gewebe, und in andern Lehrbiichern und zusammenfassenden Dar- 
stellungen. Bei Héber z. B. heiBt es 8. 78: ,,Das (d. h. die Mes- 
sung geringfiigiger Volumveranderungen unter Einwirkung von 
Fliissigkeiten verschiedenen osmotischen Drucks) gelingt nur bei 
den Blutkérperchen, wenn man nicht die einzelne Zelle, sondern 
groBere Massen zugleich dem Einflu8 verschiedener konzen- 


1) §. G. Hedin, Skandinav. Arch. f. Physiol. 2, 134 u. 360, 1890. 
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zierter Losungen unterwirft, in einem Verfahren, das zu- 
erst von Hedin und Gryns angegeben wurde.“ 

Auch in Hedins soeben erschienenem Werke: Grundziige 
der physikalischen Chemie in ihrer Beziehung zur Biologie, 
J. F. Bergmann, Wiesbaden 1915, wird der Eindruck erweckt 
(vgl. S.17 und 18), daB dieser Verfasser der erste gewesen sei, 
der den Einflu8 des osmotischen Drucks auf das Volum von 
Zellen konstatiert hat. 

Das nun ist entschieden unrichtig. Der erste, der 
dariiber Untersuchungen angestellt hat und nachwies, da8 eine 
NaCl-Konzentration und eine solche anderer Stoffe ausfindig 
gemacht werden kann, in der das Volum der Blutkérperchen 
unverandert bleibt, wahrend sie in einer schwacheren quellen 
und in einer starkeren schrumpfen’), war ich*), und nicht 
Hedin, dessen Arbeiten iiber die Beziehungen zwischen Blut- 
kérperchenvolum und osmotischen Druck erst zwei Jahre 
spater erschienen’*). 

Die Veranlassung zu meiner Arbeit vom 17. Juni 1893 war 
eine Bekampfung der Behauptung Bleibtreus, daB eine 0,6°/,- 
ige NaCl-Lésung fiir die Blutkérperchen der Warmbliiter als 
die physiologische Kochsalzlésung zu betrachten sei. Ich wies 
dann u. a. durch Volumbestimmungen der roten Blutkérperchen 
mittels Zentrifugalkraft nach, daB dieselben in 0,6°/, iger Koch- 
salzlésung quellen und in 1°), iger Kochsalzlésung schrumpfen, 
wahrend sie in wasserverdiinntem Serum eine Zunahme des 
Volums erfahren. 

Es sei hervorgehoben, daB Hedin selbst in seiner genann- 
ten Abhandlung vom Jahre 1895 meine Untersuchungen vom 
17. Juni 1893 und die vom 27. Januar 1894‘) bei seiner Be- 
kampfung der Bleibtreuschen Ansicht beziiglich des Wertes 
von Volumbestimmungen beriicksichtigt. 

Auch der zweite, der dann auf die Beziehung zwischen 


1) Diese Konzentrationen bezeichnete ich das erste Mal (1884) mit 
»hypisotonisch* und ,hyperisotonisch*. 

*) Hamburger, Zentralbl. f. Physiol. 17. Juni 1893. 

%) S.G@. Hedin, Skandinav. Arch. 5, 1905; auch Arch f. d. ges, 
Physiol. 60, 360, 1895. 

“) In diesem Aufsatz habe ich nach Bleibtreus Antwort noch 
weitere Volumbestimmungen an einem griBeren Material (NaBr, NaJ, 
Zucker usw.) ausgefibrt. 

80* 
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Blutkérperchenvolum und osmotischem Druck hinwies, war, zu 
urteilen nach der Zeit der Veréffentlichung, chronologisch nicht 
Hedin, sondern Gryns’). Wie C. Eykman mitteilt*), fiihrte 
Gryns diese Untersuchungen auf seine (E.s) Veranlassung aus. 
Beilaufig sei erwahnt, daB Eykman in seiner Arbeit meinen 
Aufsatz vom 17. Juni 1893 zitiert und die Richtigkeit meiner 
Ansichten gegeniiber Bleibtreu verteidigt. 

DaB Hedin, als er im Jahre 1890 das Hamatokrit in die 
Welt schickte, den EinfluB des osmotischen Drucks auf das 
Blutkérperchenvolum nicht kannte, geht noch daraus hervor, 
daB er ohne weiteres Miillersche Fliissigkeit fiir die Verdiin- 
nung seines Blutes anwandte, was er sonst nicht getan hatte. 

Aus dem oben Gesagten geht deutlich hervor, da8 
die ersten Untersuchungen itiber die Beziehungen 
zwischen osmotischem Druck und Volum der Zellen 
von mir herrihren’). 

Es ist mir sehr unangenehm, dies so rundweg sagen zu 
miissen. Wenn aber angesehene Autoren, wie die genannten, 
die mit Recht allgemein als zuverlissige Fiihrer betrachtet 
werden, trotz gelegentlicher beilaufiger Richtigstellungen meiner- 
seits‘), die sie zweifelsohne iibersehen haben miissen, fortfahren, 
eine unrichtige Vorstellung niederzuschreiben, so bleibt mir, da 
dieselbe schon zu weit verbreitet ist, um mich brieflich an sie 
zu wenden, nichts anderes iibrig, als zu versuchen, den Irrtum 
in vorliegender mehr auffallender Weise zu beseitigen’). 


') Gryns, Zittingsverslag der Koninkl. Akad. d. Wetensch. te 
Amsterdam. 24. Februari 1894. 

*) C. Eykman, Arch. f. d. ges. Physiol. 60, 340, 1895. 

%) DaB spater (1898) die Beziehung zwischen dem Volum anderer 
Zellen und dem osmotischen Druck der umgebenden Fliissigkeit zuerst 
von mir studiert wurde, findet man in den genannten Biichern wohl er- 
wahnt. 

*) Vgl. u. a. Osmotischer Druck und Ionenlehre, Bd. I, S. 188 bis 
190, wo ich eine Auseinandersetzung der Angelegenheit gegeben habe. 

5) Vielleicht ist derselbe derart eingeschlichen, daB die ersten und 
weiter die meisten anderen Volumbestimmungen von Zellen, mit dem 
.Hamatokrit ausgefiihrt wurden, so daB man die Begriffe Volum- 
bestimmung und Hedins Haimatokrit ohne weiteres mitein- 
ander verbunden hat. Meine ersten Volumbestimmungen aber, die 
die Beziehung zwischen Volum und osmotischem Druck nachwiesen, wur- 
den in groBen GefaBen ausgefiihrt, die ich selbst kalibrierte. 
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Ein ahnlicher Irrtum herrscht u. a. in H6bers Handbuch 
betreffs meines Anteils an der Permeabilitaitsfrage. Auch be- 
ziiglich dieser Angelegenheit hat man iibersehen, daB ich es 
war, der im Jahre 1889 das Problem der Permea- 
bilitat der tierischen Zellen angebahnt habe, indem 
ich auf chemischem Wege die Durchgingigkeit der roten Blut- 
kérperchen fiir Chlor, Phosphorsiure usw. in direkter Weise 
nachwies. Wiederholte Male habe ich es gelegentlich in meinen 
diesbeziiglichen Arbeiten beilaufig hervorgehoben. In meinem 
Buch (Osmotischer Druck und Ionenlehre, Bd. I, 8. 203) gab 
ich die gcenaue historische Entwicklung des Problems. Bis jetzt 
hat es aber nicht geholfen. Hoffentlich wird man mir die Un- 
annehmlichkeit ersparen, auf diese Angelegenheit zuriickkommen 
zu miissen. 

Freilich ist es fiir die Wissenschaft gleichgiiltig, ob A. oder 
B. etwas nachgewiesen hat. Hauptsache ist nicht, wer eine 
Tatsache gefunden hat, sondern daB sie gefunden wurde. Wenn 
man aber das persdnliche Element beriicksichtigt, so ist es 
gut, auch hier ebenso wie beim Sachlichen, Genauigkeit nach- 
zustreben, und wo unwillkiirlich eine Ungenauigkeit einge- 
schlichen ist, diese zu beseitigen. Ubrigens glaube ich, daB 
jeder, wenn auch unbewuBt, bei der Zitierung wohl einmal 
gesiindigt hat, gegeniiber sehr alten Autoren vielleicht oft. 








Ober die Beziehungen der tédlichen Dosis zur 
Oberflache. 


Von 
Karl Kisskalt. 


(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Kénigsberg.) 


(Hingegangen am 18. August 19165.) 


Bei einer Untersuchung iiber die Giftigkeit des Queck- 
silberdampfes habe ich (1912) dem Gedanken Ausdruck ge- 
geben, daB bei Berechnung der Giftigkeit der Gase fiir Ver- 
suchstiere und Ubertragung der gewonnenen Resultate auf 
Individuen anderer GréBe (giftige Fabrikgase) die Oberfliche in 
Betracht gezogen werden miisse, da der Stoffwechsel mindestens 
von Individuen der gleichen Art proportional der Oberfliche 
ist und die bei der Atmung aufgenommene Giftmenge vermut- 
lich in enger Beziehung dazu stehen diirfte’). — Auch habe 
ich bei Gelegenheit spiterer Versuche*) untersucht, ob die téd- 
liche Dosis eines intravenés injizierten Giftes (Blei) mit der 
Oberfliche zusammenhinge, von dem Gedanken ausgehend, dab 
der gesamte Stoffwechsel eine Funktion der Oberflache ist und 
bei einem intensiveren Stoffwechsel ein Gift eine starkere Wir- 
kung haben kénne; doch fand ich keine Anhaltspunkte, da 
manchmal kleinere, manchmal gréBere Tiere schneller der 
gleichen Dosis erlagen, und habe mich infolgedessen auch nicht 
weiter dariiber geiiuBert. — Von einem andern Gedanken aus- 
gehend haben Dreyer und Walker (1914) Beziehungen zwi- 
schen Giftwirkung und Oberfliche gesucht*). Sie nehmen an, 





‘) Zeitschr. f. Hygiene 71, 472, 1912. 
*) Zeitschr. f. Hygiene 78, 500, 1914. 
*) Proc. Roy. Soc. London Ser. B. 87, 319, 1914. 
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daB ein Tier relativ um so mehr Blut hat, je kleiner es ist. 
Gelangt ein Gift in das Blut, so wird es also den Geweben 
bei kleineren Tieren in verdiinnterer Lésung dargeboten werden 
als bei groBen und somit weniger giftig wirken. Sie haben 
diese Theorie durch Berechnungen von Versuchen mit Diph- 
therietoxin gestiitzt und geben an, da® sich an zahlreichen 
anderen Untersuchungen, darunter an denen von Salant und 
Rieger’), ahnliches nachweisen lasse. Es ist mir jedoch nicht 
gelungen, aus den Protokollen dieser an zahlreichen Tieren 
angestellten Versuche einen Beweis fiir das Dreyersche Gesetz 
zu erreichen. Im Gegenteil: ordnet man die Tiere nach Uber- 
lebenszeiten, so findet man fast bei jeder Tiergruppe die Be- 
rechnung nach dem Gewicht genauer als die nach der Ober- 
flaiche. Die einzige von Dreyer ziffernmaBig angefiihrten Ver- 
suche anderer Autoren sind die von Moroshima iiber Arsenik; 
es sind zwei Reihen von je nur 5 Tieren, von denen die erste 
Reihe nicht als Beweis seiner Anschauung gelten kann. In 
einer spateren Arbeit”) haben dann Dreyer und Walker die 
Oberflachendosis zur Uberlebenszeit in noch genauere Beziehung 
zu bringen gesucht. 

Ich habe nun bei Versuchen iiber individuelle Unterschiede 
der Widerstandsfahigkeit gegen Coffein Gelegenheit gehabt, 
diese Theorie nachzupriifen und méchte in folgendem die Re- 
sultate mitteilen. 

Als Versuchstiere werden Ratten benutzt, die mit Kiichen- 
abfallen, von mindestens 3 Tage vor dem Versuch an mit 
Hafer gefiittert wurden. Einige hatten zu anderen Zwecken 
langere Zeit vorher magnesiumhaltiges Wasser erhalten, und 
zwar 0,2°;, Magnesiumchlorid (mit Krystallwasser) dem Trink- 
wasser zugesetzt; ein Unterschied zeigte sich selbstverstandlich 
nicht; die Tiere sind in der Tabelle mit ,.Mg“ bezeichnet. 

Die Injektion geschah unter allen Kautelen intraperitoneal ; 
bei den gestorbenen und getéteten wurden niemals Zeichen von 
Infektion oder Verletzung des Darmes gefunden. Intraperitoneal 
wurde injiziert, damit die Fliissigkeit médglichst schnell und 
bei allen Tieren gleichmaBig resorbiert wurde. Bei subcutaner 


1) U. 8. Dept. of Agriculture Bureau of chemistry Bull. Nr. 148, 1912. 
*) Diese Zeitschr. 60, 112. 
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Injektion kann es leicht vorkommen, daB eine Vene ange- 
stochen oder daB in derbere Gewebe eingespritzt wird, wodurch 
die Resorption schneller bzw. langsamer eintritt. 

Benutzt wurden Loésungen, die zwischen 33 und 40g Cof- 
fein in 11 0,85°/, Kochsalzlésung enthielten; die Starke wurde 
stets durch Stickstoffbestimmung festgestellt. Diese Mengen 
lésen sich erst beim Erwirmen (scheiden sich jedoch bei der 
Abkihlung nicht immer aus). Die groBen Tiere erhielten genau 
2 ccm, die mittleren 1 ccm, die kleinen 0,6 ccm. Fiir jede ein. 
zelne Injektion wurde die Stammlésung direkt vorher mit der 
entsprechenden Menge warmer Kochsalzlésung verdiinnt. Das 
Abmessen geschah mit ausgewogenen Pipetten, die sehr genau 
waren. Die Fehler, die dadurch entstanden, daB ein Trépfchen 
der injizierten Fliissigkeit aus der Bauchhohle zuriicktrat, sind 
aiuBerst gering; am gréBten die bei der Injektion gemachten. 
Alle untersuchten Spritzen waren sehr ungenau und auBerdem 
bewirkt zu weiteres Vorschieben des Spritzenstempels einen in 
Betracht kommenden Fehler; er ist um so kleiner, je enger die 
Spritze ist. Bei den verwendeten Spritzen ergab sich aus 
30 Wagungen, daB statt 1 ccm im Mittel 0,9209, im Maximum 
0,9315, im Minimum 0,9074 ausliefen, also die Zahl 0,9209 
als richtig angenommen, ein Fehler von 2,62°/, durch die Un- 
genauigkeit der Injektion entstand. Wenn also z. B. 0,25 mg 
pro g Korpergewicht injiziert werden sollten, konnten es auch 
im ungiinstigsten Falle nicht mehr als 0,26 und nicht weniger 
als 0,24 werden. Siamtliche Mischungen und Injektionen habe 
ich persénlich gemacht. 

Durch Vorversuche war festgestellt worden, daB die téd- 
liche Dosis fiir mittlere Ratten etwa 0,26 mg pro g betragt. 
Es wurde daher den Ratten (im ganzen 322 Stiick) diese Dosis 
und etwas gréBere resp. kleinere injiziert. Es wurden be- 
zeichnet als: 


groBe Ratten solche von 120g und mehr 
mittlere » ” »  40bis 119g 
kleine " ” » weniger als 40 g. 


Die Zahlen sind so angegeben, wie sie sich aus der Um- 
rechnung nach dem Fehler der Spritze usw. ergeben haben; 
nur aus diesem Grunde ist die dritte Dezimale angefiihrt. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
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Tabelle II. Injizierte 
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Man sieht zunichst aus den Tabellen II und III, daB das 
Geschlecht keine Rolle spielt. Die Weibchen erliegen dem 
Gifte nach der gleichen Dosis wie die Mannchen, im |Gegensatz 
zu den Angaben Dreyers, daB die Mannchen im allgemeinen 
widerstandsfahiger sind. Allerdings herrschen auch in den An- 
sichten iiber das Blutvolum der Ratten gerade beziiglich der 
Weibchen Unstimmigkeiten, indem es nach Chisolm bis zur 
Pubertat abnehmen, dann zunehmen soll, was Dreyer, Ray 
und Walker’) niemals beobachtet haben. 

Ganz gleichgiiltig aber, ob man die Verhiltnisse der Mann- 
chen allein oder beider Geschlechter betrachtet, ergibt sich 
folgendes: Die drei Altersgruppen verhalten sich in jedem Falle 
verschieden. Bei Einteilung in noch kleinere Gruppen zeigt sich, 
daB nur Tiere von 40 bis 70 g die gleiche Widerstandsfahigkeit 
haben. Es konnte festgestellt werden *), daB die mittlere téd- 
liche Dosis fiir diese 0,2651 mg pro g K6rpergewicht mit einer 
durchschnittlichen Abweichung von 0,014 und einer Streuung 
von 0,018 betrigt. Bei der Berechnung nach dem Gewicht er- 
scheinen die mittleren Tiere am widerstandsfahigsten; die klei- 
neren etwas, die groBen bedeutend weniger. — Bei der Be- 
rechnung nach der Oberflache erscheint die Widerstandsfahig- 
keit der kleineren Tiere wesentlich geringer, die der groBen 
bedeutender als die der mittleren. 

Man sieht also, daB durch die Berechnung nach der Ober- 
fliche die Unterschiede in der Widerstandsfahigkeit nicht wie 


1) Skandinav. Arch. f. Physiol. 28, 299, 1913. 
*) Erscheint demniachst in der Zeitschrift fiir Hygiene. 
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in den von Dreyer angefihrten Beispielen vermindert, sondern 
im Gegenteil noch vermehrt wird. 

Immerhin erscheint die Differenz zwischen den mittleren 
und groBen Tieren etwas ausgeglichen. Dies ist aber selbst- 
verstindlich; denn selbst wenn das Dreyersche Gesetz nicht 
richtig ist, muB es vorgetéuscht werden, falls altere Tiere aus 
irgendeinem anderen Grunde weniger widerstandsfaihig sind, 
namlich weil altere Tiere gréBer sind und infolgedessen eine 
relativ kleinere Oberfliche haben. Nun zeigten aber unsere 
groBen Ratten (die etwa 1*/, bis 2 Jahre alt waren) schon Alters- 
erscheinungen, wie struppige Haare. Es ist daher ebenso wahr- 
scheinlich, daB altere Tiere infolge geringer Widerstandsfahig- 
keit des Herzens oder aus anderen Ursachen weniger wider- 
standsfahig sind als mittlere. 

Ganzlich versagt dieses Oberflachengesetz bei den jungen 
Tiereri. Hier ist die geringere Widerstandsfahigkeit nach bei- 
den Berechnungen festgestellt. Es ergibt sich auch daraus, 
wie falsch die Anschauung’) ist, daB die Maximal- 
dosen allein nach den Oberflaichen angegeben werden 
kénnen. 

Ubrigens kommt die anscheinend verschiedene Disposition 
der Lebensalter auch nicht dadurch zustande, da8 durch die 
injizierte Flissigkeitsmenge die Blutmenge in verschiedener 
Weise vermehrt wurde, wie sich aus einem Vergleich mit 
Chisolms Zahlen iiber das Blutvolum der Ratten ergibt. 

Man kénnte nur noch annehmen, da8 kleine Tiere aus 
anderen Griinden so sehr empfindlich sind, daB hier die Be- 
ziehungen der tédlichen Dosis zur Oberflache zuriicktreten und 
sie aus der Betrachtung ausfallen miissen. Da aber an Extremen 
die Richtigkeit solcher Gesetze bekanntlich am besten gepriift 
werden kann, wurden auch weiBe Mause als ein gewisser Er- 
satz fiir ganz kleine Ratten injiziert, wenn auch zugegeben 
werden muB, da8 Vergleiche verschiedener Tierarten nur cum 
grano salis gemacht werden diirfen. Die Versuchsergebnisse 
sind ebenfalls in den Tabellen I, II und III eingetragen. Man 
sieht daraus, daB bei Berechnung nach dem Gewicht die téd- 
liche Dosis fiir Mause etwa die gleiche ist, wie fiir erwachsene 


1) Proc. Roy. Soc. London Ser. B, 87, 319, 1914. 
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(mittlere) Ratten. Dies spricht also fiir die Berechnung nach 
dem Gewichte. Bei Berechnung nach der Oberflache erscheinen 
sie wesentlich empfindlicher, doch lassen sich daraus weiter keine 
Schliisse gegen das Dreyersche Gesetz ziehen, da sie auch als 
Arteigentiimlichkeit weniger Blut haben ’). 

Auch die eingehenden Untersuchungen von Falck *) iiber 
Strychnin stehen im Widerspruch mit der Ansicht Dreyers 
Hier zeigt sich allerdings, daB die tédliche Dosis des Strychnins 
bei Kaninchen, auf das Gewicht berechnet, mit zunehmendem 
Alter (und Gewicht) abnahm. Auf die Oberfliche berechnet, 
sind Unterschiede ebenfalls noch vorhanden, wenn auch geringer. 
Ganz anders aber, wenn auf die minimale krampferregende 
Dosis geachtet wird. Sie nimmt mit zunehmendem Alter zu, 
dann ab und erreicht bei alteren Tieren dieselbe Héhe wie bei 
neugeborenen, Als Ursache fand Falck, daB altere Tiere nicht 
gegen das Strychnin an sich, sondern gegen die Erstickung, 
auch wenn sie auf anderem Wege hervorgerufen wird, empfind- 
licher sind. — Es kann also hier die Deutung in keiner Weise 
in Betracht kommen, daB der Tod bei schwereren Tieren des- 
halb schneller eintritt, weil das Gift in starkerer Losung in 
den BlutgefiBen zirkuliert. — Die Widerstandsfahigkeit der 
Mause gegen Strychnin geht in keiner Weise nach dem Ober- 
flichengesetz, sondern nimmt sowohl gegen die krampferregende 
als gegen die tédliche Dosis erst zu, dann ab. 


1) Philosoph. Transact. Roy. Soc. London Ser. B, 201, 133, 1910; 
202, 191, 1911. 
*) Falck, Arch. f. d. ges. Physiol. 34, 525, 1884; 36, 285, 1885. 
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Ober Strahlenwirkung auf Kolloide. 
Von 
Walther Lob. 


(Aus der biochem. Abteil. des Virchow-Krankenhauses zu Berlin.) 


(Eingegangen am 2. September 1915.) 


Einige Beobachtungen und Angaben von Fernau und 
Pauli‘) tber die Einwirkung der durchdringenden Radium- 
strahlung auf Kolloide veranlassen mich, auf meine vor einiger 
Zeit*) gemeinsam mit Sato verdffentlichten Versuche iiber 
Elektrokultur zuriickzukommen. Einige merkwiirdige in jener 
Arbeit beschriebene Erscheinungen stehen offenbar mit ein- 
zelnen Erfahrungen von Fernau und Pauli in nahem inneren 
Zusammenhang. Es handeilt sich um die an EiweiBlosungen 
auftretenden Zustandsanderungen, die bereits ohne sichtbare 
Koagulation auf anderm Wege feststellbar sind. Wenn auch 
die von mir gewahlte Bestrahlungsform, die stille Entladung, 
der Radiumstrahlung nicht ohae weiteres vergleichbar ist, so 
weist sie doch in mancher Beziehung Verwandtschaft zu ihr 
auf. Gerade die Gleichartigkeit der Wirkungen in einem Punkte 
erdffnet die Moglichkeit einer gleichartigen Ursache, die bei 
beiden Strahlenarten vielleicht in der Entsendung von negativen 
Elektronen zu suchen ist. 

Die von Fernau und Pauli beobachteten Tatsachen sind 
die folgenden: Lésungen von nativem Albumin zeigen nach 
Radiumbestrahlung, die noch nicht bis zur sichtbaren Aus- 
flockung gefiihrt hat, erheblich gesteigerte Hitzegerinnbarkeit. 
Bei achttagiger Bestrahlung einer durch Neutralsalzzusatz klar 
gebliebenen Probe ist die Herabminderung der Gerinnungs- 


1) Diese Zeitschr. 70, 426, 1915 


*) Diese Zeitschr. 69, 1, 1915. 
Biochemische Zeitechrift Band 71. 31 
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temperatur ungemein stark. Auch die Alkoholfallbarkeit des 
Albumins wird durch die Bestrahlung bedeutend geférdert. 

Uber das Wesen der Zustandsinderung duBern die Ver- 
fasser vermutungsweise, da} Beziehungen zu der durch Hitze 
erfolgenden Denaturierung unverkennbar sind. 

Bei meinen in der erwahnten Arbeit ausgefiihrten Unter- 
suchungen iiber die Beeinflussung der Enzymreaktionen durch 
die stille Entladung wurde gefunden, daB die Entladung auf 
kolloidale Lésungen ausflockend wirkt. Bei den Versuchen mit 
Starke zeigte sich, daB sich die Zustandsinderung vor dem 
Sichtbarwerden durch ihr chemisches Verhalten bemerkbar 
macht. Starke, die der Entladung ausgesetzt, aber nicht voll- 
standig hydrolysiert war (indem bei reichlicher Starkekonzen- 
tration die Entladung nicht annaihernd bis zur beendigten 
Hydrolyse durchgefiihrt wurde), wird weit langsamer durch 
Diastase gespalten, als es vor der Entladung der Fall war 
(l.c. 8.17). Zur Deutung dieser Erscheinung wurde angenom- 
men, daB ein EinfluB der TeilchengréBe auf die Reaktions- 
geschwindigkeit im heterogenen System vorliegt. Die durch 
VergréBerung der kolloiden Partikelchen der Starke geschaffene 
Oberflachenverkleinerung setzt die Reaktionsgeschwindigkeit 
gegeniiber dem Enzym herab. Die Starke in diesem diastatisch 
trageren Zustand wiirde danach eine Zwischenform zwischen 
der urspriinglichen léslichen Starke und der sichtbar ausge- 
flockten bedeuten. Auch Caseinlésungen wurden durch die 
stille Entladung bis zur freilich geringfiigigen Ausflockung ver- 
andert. 

Nach den an der Stirke gemachten Beobachtungen sind 
also die durch wirksame Bestrahlung erzielbaren Zustands- 
anderungen in der Lésung nicht auf Eiwei8lésungen beschrankt. 
Wenn es mir auch fern liegt, die mit der stillen Entladung 
gewonnenen Erfahrungen zu verallgemeinern, so scheint es mir 
doch, daB sie im Zusammenhang mit den Beobachtungen von 
Fernau und Pauli auf Beziehungen hinweisen, die zur Auf- 
klarung der biologischen Strahlenwirkung und der noch voll- 
kommen ungeklarten Strahlentherapie von Bedeutung werden 
konnen. 








Untersuchungen iiber die Verbrennung in den Lungen 
und einige Bemerkungen iiber die Bestimmung der Gase 
des Blutes. 

Von 


V. Henriques. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Kopenhagen. ) 


(Hingegangen am 11. September 1915.) 


In einem friiheren Aufsatz in dieser Zeitschrift!) habe ich 
dargetan, daB der von Bohr und mir*) vermutete Verbrennungs- 
prozeB in den Lungen sicherlich nicht in dem Umfange statt- 
findet, wie wir urspriinglich annahmen, und ich sprach damals 
aus: ,Ob tiberhaupt in der Lunge eine Verbrennung stattfindet, 
14Bt sich noch nicht mit Sicherheit entscheiden.“ Kurz vor 
dem Erscheinen meines Aufsatzes teilten Evans und Star- 
ling*) eine Reihe interessanter Versuche mit, aus denen sie 
folgern zu k6nnen glaubten, daB eine Verbrennung der von 
Bohr und mir vermuteten Art iiberhaupt nicht stattfindet. 
Im Anschlu8 an meine friiheren Versuche iiber die Verteilung 
des Blutes vom linken Herzen zwischen dem Herzen und dem 
iibrigen Organismus habe ich eine Reihe von Versuchen an- 
gestellt, um iiber die vermutete Lungenverbrennung grdéBere 
Klarheit zu gewinnen, aber bevor ich zur naheren Besprechung 
dieser Versuche iibergehe, werde ich erst eine Reihe von Be- 
stimmungen der Gase im Blute mitteilen, die ausgefiihrt wurden, 
um zu untersuchen, mit welcher Genauigkeit solche Bestim- 
mungen sich durchfiihren lassen. 

In Abderhaldens Handbuch der biochemischen Methoden 
hat Franz Miiller eine Darstellung der Genauigkeit gegeben, 


1) Diese Zeitschr. 56, 1913. 
*) Arch. de Physiol. 1897. 
8) Journ. of physiol. 46, 1913. 
31* 
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mit der solche Bestimmungen sich teils bei der Anwendung 
der Quecksilberluftpumpe, teils bei der Befolgung von Hal- 
dane-Barcrofts Methode durchfiihren lassen. 

Bei allen von mir ausgefiihrten Versuchen wurden die 
Quecksilberluftpumpe und die Gasanalyse nach Pettersson 
angewandt, und in betreff der naheren Details brauche ich nur 
teils auf Bohrs und meine frihere Arbeit, teils auf Bohrs 
Darstellung in R. Tigerstedts Handbuch der physiologischen 
Methodik Bd. II, 1 zu verweisen. Die von mir angewandten 
Blutrezipienten waren cylindrisch, mit einem Volumen von 
ca. 20 com. Ferner wurde bei allen Probeentnahmen dafiir 
Sorge getragen, daB die Rezipienten sich gleichzeitig fiillten, 
indem die mit den Quecksilberrezipienten durch einen Schlauch 
verbundenen Quecksilberbehialter an einer und derselben Schnur 
gesenkt wurden, die mittels eines kleinen Motors langsam an 
einer kleinen Achse herabgerollt wurde. 

Bei einer Untersuchung der Genauigkeit, mit der die Gase 
des Blutes sich bestimmen lassen, ist es von sehr groBer Be- 
deutung, ob man das Blut direkt einem Gefi8 (oder dem 
Herzen) entnimmt, oder ob man das Blut in einer Schiissel 
hat und von hier aus die Rezipienten fiillt. In letzterem Falle 
kann man eine weit groBere Genauigkeit erzielen als in ersterem. 
Da8 man durch die Benutzung von Oxalatblut oder defibri- 
niertem Blut eine gute Genauigkeit erzielen kann, geht aus 
dem folgenden hervor. 

Einem Hund wird aus der Carotis Blut entnommen, das 
in ein Glas mit Calciumoxalat strémt. Das Blut wird in einer 
Schiissel angebracht, und indem mit einer Glasspatel fortwah- 
rend im Blute umgeriihrt wird, so daB eine Fallung der Blut- 
kérperchen nicht stattfinden kann, werden gleichzeitig 3 Proben 
in Rezipienten entnommen. Nach einer Auspumpung und Ana- 
lyse wurden folgende Zahlen gefunden (alle Zahlen bedeuten: 
ccm Gas in 100 ccm Blut bei 0° = 760 mm): 


Versuch 1. 
CO, 0, N, 
Probe 1... . 31,70 16,11 1,16 
» @... ome 16,02 1,15 


*e 8. +s 9a 16,06 1,16. 
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Versuch 2. 
co, 0, N, 
Probe 1... . 33,88 16,12 1,05 
” 2. « «eae 16,09 1,09 
a oe 16,16 1,05 


Aus den hier angefiihrten Zahlen erhellt, daB eine Aus- 
pumpung der Gase des Blutes mit nachfolgender Analyse sich 
mit einer recht groBen Genauigkeit durchfiihren 14Bt, notabene 
wenn man imstande ist, die zusammengehérenden Proben in der 
Weise zu entnehmen, daB man versichert sein kann, in allen 
Rezipienten vollstandig einheitliches Blut vor sich zu haben. 
Dies ist, wie oben erwahnt, méglich, wenn man die Blutproben 
aus einem Glase nimmt, in dem das Blut wahrend der Probe- 
entnahme fortwahrend mittels einer Riihrspatel gemischt wird. 

Ganz anders stellt sich der Versuch, wenn es sich darum 
handelt, Blutproben aus einem GefaB zu nehmen, und man 
die Proben im Laufe mehrerer Minuten langsam entnimmt. 
Hier spielt es namlich eine wesentliche Rolle, daB die Blut- 
kérperchen Zeit haben, in der Leitung vom Gefi8 bis zum 
Blutrezipienten zu Boden zu sinken. Ist die Leitung ganz 
kurz, wird die Fallung der Blutkorperchen eine etwas geringere 
Rolle spielen, als wenn die Leitung lang ist; in der Regel, und 
namentlich wo es sich darum handelt, mittels eines Katheters 
durch die Vena jugularis dem rechten Herzen Blut zu ent- 
nehmen, ist man genodtigt, recht lange Leitungen anzuwenden, 
Ein die Failung der Blutkérperchen noch begiinstigendes Mo- 
ment ist die Injektion von Hirudin, die bei der Blutprobe- 
entnahme aus lebenden Tieren absolut notwendig ist. Wenn 
man einem Hund Hirudin injiziert und darauf nach ca. 15 Mi- 
nuten eine Blutprobe in ein Cylinderglas entnimmt, wird man 
beobachten, daB die Blutkérperchen sich im Laufe von ganz 
kurzer Zeit so viel herabgesenkt haben, daB sich oberhalb der- 
selben eine klare Schicht von Plasma befindet. Es fand sich 
daher auch in der Regel eine recht hohe Plasmaschicht in den 
Blutrezipienten, bevor das Blut in die Pumpe iibertragen worden 
war. Wenn man, wie es bei der von mir angewandten Technik 
der Fall ist, den Inhalt des ganzen Rezipienten in die Pumpe 
entleert, wird diese Senkung der Blutkérperchen im Rezipienten 
fiir die Bestimmung der Gasmenge im Blut keine Rolle spielen : 
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dagegen wird selbstverstandlich die stark vermehrte Neigung 
der Blutk6rperchen zu einer Senkung in den Leitungen nach 
Injektion von Egelinfus von sehr groBer Bedeutung sein und 
die Probeentnahme langere Zeit hindurch erschweren, wenn es 
sich darum handelt, eine tatsachliche Durchschnittsprobe des 
stromenden Blutes zu erhalten. Da dieses Verhiltnis, das 
bisher kaum geniigend beachtet worden ist, eine groBe Rolle 
spielt, erhellt deutlich aus der groBen Anzahl von mir aus- 
gefiihrter Versuche, bei denen ich denselben GefaiBen 2 oder 
bisweilen 3 Proben entnommen habe. So gute Ubereinstim- 
mungen, wie oben angefiihrt, erzielt man nur ganz ausnahms- 
weise. Ich werde hier nicht alle gefundenen Zahlen mitteilen, 
sondern mich damit begniigen, anzufiihren, daB man mitunter 
— auch wo die Stickstoffzahlen gut iibereinstimmen, so daB 
von einer Undichtheit der Pumpen keine Rede ist — in 3 gleich- 
zeitig entnommenen Proben sowohl in betreff der Kohlensaure 
als in betreff des Sauerstoffes Verschiedenheiten vorfindet, die 
ca. 0,5 com pro 100 ccm Blut betragen kénnen’). Es ist ein- 
leuchtend, daB Fehler einer solchen GréBe von groBer Bedeu- 
tung sein werden, wo es sich darum handelt, die durch Ana- 
lyse der Exspirationsluft bestimmten respiratorischen Quotienten 
mit den durch eine Analyse des Gases im Blute aus bzw. dem 
rechten und dem linken Herzen bestimmten zu vergleichen. 

Ein seinerzeit u. a. von Zuntz gegen die von Bohr und 
mir angesteliten Versuche iiber die Verbrennung in den Lungen 
erhobener Einwand war es, daB die im rechten Ventrikel ent- 
nommene Blutprobe nicht dem in die Pulmonale ausstrémen- 
den Blut zu entsprechen brauchte; nach Zuntz’ Ansicht lag 
die Méglichkeit vor, daB das Blut aus der Vena cava sup., 
Vena cava inf. und Vena magna cordis im rechten Ventrikel 
noch teilweise gesondert gehalten werden kénne. Wenn dies 
der Fall ist, wird eine Blutprobe aus dem rechten Herzen nicht 
dem zur Lunge stromenden Blut entsprechen, und das Resultat 


1) Eine erschépfende Darstellung der Genauigkeit der Bestimmung 
der Gase im Blute ist, wie oben angefiihrt, von Franz Miller in 
Abderhaldens Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden gegeben 
worden. Da die von Miiller angefiihrten Zahlen allenfalls teilweise 
durch Untersuchung von defibriniertem Blut gewonnen worden sind, 
sind die gefundenen Differenzen im Vergleich mit den von mir gefun- 
denen als sehr bedeutend zu betrachten. 
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des Versuches miiBte dann irreleitend sein. Da der von Zuntz 
angefiihrte Einwand, wenn er richtig ist, die ganze benutzte 
Versuchsmethode unanwendbar machen miiBte, habe ich ver- 
sucht, dem rechten Herzen und der Arteria pulmonalis gleich- 
zeitig Blut zu entnehmen, um zu untersuchen, ob zwischen 
dem an diesen beiden Stellen entnommenen Blut ein wesent- 
licher Unterschied bestehe. Die Versuche wurden an Hunden 
ausgefiihrt. Nach Morphininjektion und Curareinjektion oder 
Durchschneidung der Medulla oblongata mit nachfolgender 
kiinstlicher Respiration wurde der Thorax gedffnet, ein Ka- 
theter wurde durch die Vena jugularis in den rechten Ventrikel 
eingefiihrt, die Blutprobe aus der Pulmonale wurde durch einen 
Troikart entnommen, der durch die Arterienwand hineingestoBen 
wurde, woraus die Miindung des Troikarts der Teilungsstelle der 
Arterie entsprechend hinaufgefiihrt wurde; es wurden demnach 
in gewohnlicher Weise gleichzeitig aus den zwei Stellen Blut- 
proben entnommen. In der Regel wurde ferner aus der Arteria 
femoralis eine Blutprobe entnommen und wahrend der Probe- 
entnahme ein Respirationsversuch angestellt. 


Versuch 3. 
Hund. Gewicht 9,4 kg. Morphin. Durchschneidung der Medulla 
oblongata. Egelinfus. 

A. Respirationsversuch 4 Minuten. Gleichzeitige Probe- 
entnahme aus dem rechten Herzen, der Arteria pulmonalis und 
der Arteria femoralis. 

Der respiratorische Quotient 0,82 (CO, = 2,55°/,, O, De- 
fizit = 3,12°/,). 


CO. 

co, O, N. _—8 

In 100 ccm Blut aus: , . : 0, 
dem rechten Herzen ... .51,09 5,06 1,34 0,89 
der Arteria pulmonalis . . . 50,77 5,44 1,20 0,89 


der Arteria femoralis . . . . 40,40 17,11 1,28 a 


Der Unterschied der Zahlen des rechten Herzens und der 
Arteria pulmonalis ist fiir CO, = 0,33 und fiir O, = 0,38, welche 
Werte als innerhalb der Fehlergrenze liegend zu betrachten 
sind. Die aus den gefundenen Zahlen fiir die Gase des Blutes 
berechneten resp. Quotienten sind 0,89, was mit dem beim 
Respirationsversuche gefundenen 0,82 recht gut iibereinstimmt. 
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B. Eine neue Blutprobeentnahme im Laufe von 4 Minuten 


ergab: 

In 100 ccm Blut aus: CO, 0, N, 
dem rechten Herzen ... . 48,50 3,46 0,86 
der Arteria pulmonalis . . . 48,25 3,77 1,05 
der Arteria femoralis . . . . 37,77 14,28 1,18 


Der Unterschied der Zahlen des rechten Herzens und der 
Arteria pulmonalis ist fiir CO, 0,25 und fir O, 0,31, was 
innerhalb der Fehlergrenze liegt. 


Versuch 4. 

Hund. Gewicht 21 kg. Morphin. Durchschneidung der 
Medulla oblongata. Egelinfus. Kaniile in das rechte Herz und 
die Arteria femoralis, sowie Stechkaniile in die Arteria pulmonalis. 

Respirationsversuch 4 Minuten. Gleichzeitige Blutprobe- 
entnahme. 

Der resp. Quotient war 0,73 (CO, = 4,35°/,, Sauerstoff- 


defizit — 5,95°/,). 
. - co, oO, N, = 
In 100 ccm Blut aus: O, 
dem rechten Herzen. . . . . 53,07 5,65 1,11 0,77 
der Arteria pulmonalis . . . . 53,30 5,62 1,09 0,80 


der Arteria femoralis. . . . . 47,72 12,61 1,38 

Der Unterschied zwischen den Zahlen der Gasmenge aus 
dem rechten Herzen und der Art. pulmonalis ist fiir CO, 0,23 
und fiir O, 0,03 und fiir N, 0,02. Die Ubereinstimmung 
ist als eine ausgezeichnete zu betrachten. Der aus den Werten 
fiir das rechte Herz (0,77) berechnete respiratorische Quotient 
stimmt einigermaBen mit dem bei dem Respirationsversuche 
gefundenen Quotienten 0,73 tiberein; weniger gut stimmt der 
aus den Zahlen fiir die Art. pulmonalis berechnete Quotient 0,80. 


Versuch 5. 

Hund. Gewicht 16,5 kg. Morphin. Curare. Egelinfus. Im 
iibrigen dasselbe Verfahren wie oben, doch war bei diesem 
Versuch in die Aorta, so wie friiher von Bohr und mir be- 
schrieben, eine Stromuhr eingeschaltet. Da das Resultat des 
Stromuhrversuches durchaus mit unseren friheren Resultaten 
iibereinstimmt, soll dieser Versuch hier nicht naher besprochen 
werden. Die Dauer des Versuches betrug 2 Minuten, der resp. 
Quotient war 0,80 (CO, = 3,07°/,; O,-Defizit = 3,82°/,). 
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” CO, 

In 100 cem Blut aus: wo ™. 0, 

dem rechten Herzen... . . 52,03 5,61 0,93 0,92 

der Arteria pulmonalis . . . . 52,14 5,08 0,97 0,85 
der Arteria femoralis. . . . . 47,42 10,63 1,67 


Der Unterschied der Kohlenséiuremenge des Blutes aus 
dem rechten Herzen und der Art. pulmonalis ist 0,11, wahrend 
der Unterschied in betreff des Sauerstoffes bedeutend gréBer 
ist, namlich 0,53; doch grenzt diese Differenz direkt an den 
Versuchsfehler. Der durch den Respirationsversuch bestimmte 
respiratorische Quotient ist 0,80. Die entsprechenden Quotienten 
des rechten Herzens und der Arteria pulmonalis sind 0,92 und 
0,85, die Ubereinstimmung ist in betreff des rechten Herzens 
weniger gut. 

Versuch 6. 

Hund. Gewicht 14 kg. Morphin. Curare. Egelinfus. Ka- 
theter ins rechte Herz, sowie Stechkaniile in die Arteria pul- 
monalis. Es werden gleichzeitig an jeder Stelle 2 Proben ent- 
nommen, und die 3 Minuten dauernde Probeentnahme findet 
bei allen Proben in ganz derselben Weise statt, indem die, wie 
oben erwahnt, mit den Blutrezipienten in Verbindung stehen- 
den Quecksilberbehalter an einer alle 4 Behalter tragenden 
Schnur herabgelassen werden. 


In 100 cem Blut aus: CO, 0, N, 
dem rechten Herzen I... . 50,39 6,97 1,08 
” ” ” is wa ee 7,07 0,99 
der Arteria pulmonalis I. . . 50,28 7,15 1,14 
” ” ” a.i.c OS 7,21 1,07 


Der gréBte Unterschied der 4 Werte von CO, ist 0,25, 
von 0, 0,24 und von N, 0,13. Die mittleren Zahlen der 
beiden Bestimmungen bzw. aus dem rechten Herzen und der 
Arteria pulmonalis sind: 





Rechtes Herz: CO, = 50,27; O,=7,02; N,—1,04 
Arteria pulmonalis: CO, = 50,34; O,=7,18; N,=—1,11 
was — in Anbetracht der vielen méglichen Versuchsfehler — 


eine sehr gute Ubereinstimmung bezeichnet. 

Ich meine daher, da8 man berechtigt ist, aus den ange- 
fiihrten Versuchen zu folgern, daB das mit einem Katheter 
dem rechten Ventrikel entnommene Blut die gleiche Zusammen- 
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setzung aufweist wie das in die Arteria pulmonalis stromende 
Blut, oder mit anderen Worten: das Blut aus dem rechten 
Ventrikel hat dieselbe Zusammensetzung wie das in 
die Lungen einstromende Blut. 

Wie oben erwahnt, haben Evans und Starling durch 
eine Reihe von interessanten Untersuchungen dartun zu kénnen 
geglaubt, daB eine Verbrennung in den Lungen, wie Bohr 
und ich sie annahmen, nicht stattfindet. Die in diesem Auf- 
satz mitgeteilten Untersuchungen sind angestellt worden, bevor 
Evans und Starling ihre Versuche veréffentlichten; beson- 
derer Umstande wegen werden sie erst jetzt mitgeteilt; wenn 
meine Versuche auch fiir die Nichtexistenz einer Lungen- 
verbrennung keinen absoluten Beweis abgeben, so meine ich 
doch, daB sie fiir die Lésung der Frage von gewissem Inter- 
esse sind. Wahrend Evans und Starlings Versuche mit einem 
» Herz-Lungenpraparat“ durch Injektion von Erstickungsblut in 
das System ausgefiihrt wurden, sind die unten angefiihrten Ver- 
suche unter mehr normalen Verhiltnissen angestellt worden. 
Die Versuche wurden an Hunden ausgefiihrt, und zwar nach 
folgendem Verfahren: 

Nach einer Injektion von Morphin und Curare wird eine 
kiinstliche Respiration eingeleitet; die Menge der Exspirations- 
luft wird an einer Gasuhr bestimmt, und es werden der Ex- 
spirationsluft Durchschnittsproben zur Bestimmung von CO,- 
und O,-Gehalt entnommen. Durch die Vena jugularis wird 
ein Katheter in den rechten Ventrikel hinabgefiihrt, dem eine 
Probe des zur Lunge strémenden Blutes entnommen wird. Die 
Zusammensetzung des aus der Lunge strémenden Blutes wird 
in der Weise bestimmt, daB der Arteria femoralis dextra, in 
die eine |-Kaniile eingefiihrt wird, durch die fortwaihrend 
Blut strémt, eine Blutprobe entnommen wird. Gleichzeitig 
mit einem Respirationsversuch werden nun dem_ rechten 
Herzen und der Arteria femoralis Blutproben entnommen, und 
zwar stets je zwei Blutproben an jeder Stelle; diese Proben 
werden unmittelbar nach dem Versuche mittels vier Queck- 
silber-Luftpumpen ausgepumpt. Vor der Einfiihrung der ver- 
schiedenen Kaniilen ist durch die Vena jugularis Egelinfus 


injiziert worden. 
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Diese Bestimmungen reichen indessen nicht hin, um zu 
entscheiden, ob in der Lunge eine Verbrennung stattfindet. 
Man mu8 auBerdem wissen, wie groB die Blutmenge ist, die 
wahrend der Versuchszeit die Lungen passiert hat. In unseren 
friiheren Versuchen wurde diese Menge an einer in die Aorta 
eingeschalteten Stromuhr bestimmt, und das durch die Coronar- 
arterien passierende Blut wurde auf 30 ccm Blut pro 100g 
Herz pro Minute berechnet. Aus Evans und Starlings und 
meinen eigenen Untersuchungen geht indessen hervor, daB dieser 
von Bohr und mir fiir die Blutmenge durch die Coronar- 
arterien berechnete Wert viel zu gering ist. 

Eine Stromuhr 1a8t sich somit nicht benutzen, es sei denn, 
daB es méglich wire, die Stromuhr in die Arteria pulmonalis 
statt in die Aorta einzuschalten. Ich habe dies zu wieder- 
holten Malen versucht, es wollte mir aber nicht gelingen, der- 
artige Versuche durchzufiihren, wahrscheinlich weil die Kraft 
des rechten Ventrikels zu gering ist, um das Blut gegen den 
vielfach gesteigerten Widerstand durchzutreiben. Ich bin des- 
halb dazu iibergegangen, die durch die Lungen passierende 
Blutmenge mittels der von mir friiher beschriebenen Modi- 
fikation von Stuarts Methode zu bestimmen. Das Verfahren 
besteht in einer Injektion einer bestimmten Menge einer Rhodan- 
natriumlosung in den linken Ventrikel und darauffolgender 
Probeentnahme von Blut aus einer | -Kaniile, die in die Arteria 
femoralis eingefiihrt ist. In betreff der naheren Details der 
Methode verweise ich auf meinen friiheren Aufsatz in dieser 
Zeitschr. 56, 230, 1913. 

Um eine solche Bestimmung auszufiihren, muB also ein 
feiner Katheter in den linken Ventrikel eingefiihrt werden; da 
die Injektion vor der Abzweigung der Coronararterien statt- 
findet, werden die gefundenen Werte der ganzen, aus dem 
linken Ventrikel ausstrémenden Blutmenge entsprechen, d. h. 
der Blutmenge, die die Lungen passiert. Diese Methode bietet 
jedoch gewisse Unannehmlichkeiten. Wahrend man an einer 
Stromuhr fortwaihrend die Strémungsgeschwindigkeit wahrend 
des Respirationsversuches und der Blutprobeentnahme verfolgen 
kann, ist man bei der Injektionsmethode darauf hingewiesen, 
die Strémungsgeschwindigkeit unmittelbar vor (eventuell un- 
mittelbar nach) dem Respirationsversuch zu bestimmen und 
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davon auszugehen, daB die Stromungsgeschwindigkeit sich in 
den 3 darauffolgenden Minuten, in denen der eigentliche Ver- 
such angestellt wird, nicht verandert. Trotz dieses Mangels 
der angewandten Methode meine ich doch, daB sie anwendbar 
ist, namentlich wenn es gelingt, die Stromungsgeschwindigkeit 
sowohl] vor als nach dem eigentlichen Versuch zu bestimmen 
und man dann die mittlere Zahl der beiden Bestimmungen 
benutzt. 


Versuch 7. 


Hund. Gewicht 21 kg. Cor 139g. Morphin, Curare. 
Kiinstliche Respiration. Egelinfus. Ein Katheter wird in den 
rechten und den linken Ventrikel hinabgefiihrt. Eine Durch- 
laufskaniile wird in beide Art. femorales eingefiihrt. 

Um 15 45’ wird die Geschwindigkeit des Blutstroms durch 
Injektion von Rhodannatrium in den linken Ventrikel zu 1806 ccm 
in 3 Minuten bestimmt (eine Probe nach dem Respirationsver- 
such ging verloren). Von 1% 46’ bis 1549’ Respirationsversuch 
sowie Blutprobeentnahme. 

Der Respirationsversuch ergab folgende Zahlen (bei 0° 
= 760mm in 3 Minuten): 

CO, = 250,3 ccm; O, = 238,8ccm; resp. Quotient = 1,05. 

Die Analyse der Gase des Blutes ergab: 


In 100ccm Blut aus: CO, 0, N, 

dem rechten Herzen I... . 44,27 2,74 1,14 
” ” ” ms. Ue 2,73 1,09 

Gor Astetio IT ....... SSR 15,19 1,10 
e Oge a coy yey pO eR @ee or ogee 


Die mittleren Zahlen der beiden Bestimmungen sind: 
rechtes Herz. . CO,— 44,34; O,= 2,74; 
Arteria . . . . CO,=—31,55; O, = 15,25. 


Der aus dem Blute berechnete respiratorische Quotient 
ist 1,02; er stimmt gut mit dem durch den Respirationsver- 
such gefundenen 1,05 iiberein. Berechnet man den Stoffwechsel 
aus den gefundenen Werten der Gase des Blutes in Verbindung 
mit dem gefundenen Wert der Geschwindigkeit des Blutstroms, 
und vergleicht man das Resultat mit dem bei dem Respirations- 
versuch gefundenen, so hat man fiir 3 Minuten: 
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Respirationsversuch: co 

CO, = 250,3cem; O, = 238,8 ccm; 0 2 — 1,05; 
aus dem Blut berechnet: (: 0 

CO, = 231,0cem; O, = 225,9 ccm; = == 1,02. 


2 
Differenz: CO, == 19,3 cem (7,7°/,); O, == 12,9 ccm (5,4°/,). 

Der Unterschied betriigt in betreff der Kohlensiure 7,7°/, 
des beim Respirationsversuche gefundenen Wertes und in be- 
treff des Sauerstoffes 5,4°/,; in Anbetracht der groBen Schwierig- 
keiten bei der Durchfiihrung derartiger Versuche muB die Uber- 
einstimmung zwischen den gefundenen Werten als iiberaus gut 
bezeichnet_ werden. 


Versuch 8. 

Hund. Gewicht 22 kg. Herz 168g. Morphin. Curare. 
Egelinfus. Kiinstliche Respiration. Kaniilen wie im vorigen 
Versuch angebracht. 

A. 

Respirationsversuch um 10% 35’. Gasuhr (unkorr.) = 16,61 1. 
°/, CO, = 2,03, °/, O, Defizit — 2,37. CO, ausgeschieden 
= 305,4 com; O, aufgenommen = 356,6 ccm; respiratorischer 
Quotient — 0,86; Blutdruck wahrend des Versuches = 35 mm. 


In 100ccm Blut aus: CO, 0, N, 
GW GMS. ic ee se SR Se 0,94 
s eH ons ike Se see. Se 
dem rechten Herzen I... . 42,85 9,45 1,23 
” ” ” ae verloren 
Mittlere Zahlen fiir die Arterie: 
CO, = 31,79; O, == 23,30; respir. Quotient = re == 0,80. 


Eine Rhodannatriuminjektion 1 Minute vor und 1 Minute 
nach dem Versuch ergab eine Stro6mungsgeschwindigkeit fur 
3*/, Minuten von: 
vor dem Versuch == 2835ccm; nach dem Versuch = 2686 ccm; 

im Mittel — 2761 ccm. 

Berechnen wir den respiratorischen Stoffwechsel aus den Gasen 

des Blutes und der Strémungsgeschwindigkeit, erhalten wir: 
CO, = 305,4cem; O, = 382,4 ccm. 

Eine Zusammenstellung der gefundenen Zahlen ergibt fol- 

gendes Versuchsresultat: 
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i Stoffwechsel bestimmt durch: CO, 0, 
Respirationsversuch . . . 305,4 356.6 
die Gase des Blutes . . . 305,4 382,4 
Differenz. . . peti dawns 0 —- 25,8 


Die gefundenen Werte der Kohlenséure sind einander in 
den beiden Versuchen ganz gleich; der Sauerstoffwert des Blutes 
ist, wenn er aus dem Gase des Blutes und der Strémungs- 
geschwindigkeit bestimmt wird, 7,2°/, hdher als der durch den 
Respirationsversuch bestimmte Wert. Selbstredend kann der 
aus den Gasen des Blutes berechnete Stoffwechsel nie héher 
sein als der durch den Respirationsversuch bestimmte. Der 
gefundene Unterschied ist indessen so klein, daB man aus 
diesem Versuch wie aus dem vorhergehenden folgern muB, da& 
in der Lunge keine Verbrennung stattgefunden hat. 


B. \ 
Um 11529’ wurde mit demselben Versuchstier ein neuer i 
Versuch angestellt. — Versuchsdauer = 3’/, Minute; Gasuhbr 


== 17,531; °/, CO, = 2,29; °/, 0, Defizit = 2,25; der Blutdruck 
wahrend des Versuches = 55 mm. 

CO, ausgeschieden == 363,6 ccm; O, aufgenommen = 357 ccm; 
: respiratorischer Quotient — 1,02. 
; In diesem Versuch wurden dem Blut nur einzelne Proben 


: entnommen. 
‘ In 100ccm Blut aus: CO, 0, N, 

dem rechten Herzen ... 45,67 11,10 0,96 
; Ge ittane*. ee OO 23,64 1,06 
: CO, = 11,68 = 0,93. 3 
; O, 12,54 


Die 1 Minute vor dem Versuch in 3*/, Minuten bestimmte 
Strémungsgeschwindigkeit war — 3681 ccm; 1 Minute nach dem 
Versuch = 2659 ccm; im Mittel — 3170 ccm. 

Berechnen wir den respiratorischen Stoffwechsel aus den 
Gasen des Blutes und der Strémungsgeschwindigkeit, erhalten wir: 

CO, = 368,4 ccm; . == 397,5 ccm. 





1 Das Ergebnis ist also: 

Stoffwechsel bestimmt durch: CO, 0, 
Respirationsversuch . . . 363,6 357,3 
die Gase des Blutes . . . 868,4 397,5 
Differenz. ....... —48  #=—+40,2 
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Der aus dem Blut bestimmte Stoffwechsel ist, sowohl was 
die Kohlensaure als was den Sauerstoff betrifit, gréBer als der 
durch den Respirationsversuch bestimmte, der Unterschied ist 
aber so gering (4,08 und 11,2°/,), daB er als innerhalb des 
Versuchsfehlers liegend zu betrachten ist. Der Versuch zeigt 
also wie die vorhergehenden, da8 in der Lunge keine Ver- 
brennung stattgefunden hat. 


Versuch 9. 

Hund. Gewicht 20 kg. Herz = 162g. Verfahren wie im 
vorhergehenden Versuch. Vor dem Respirationsversuch wurde 
der Blutdruck durch Injektion einer geringen Menge Strophantin 
gesteigert. Der Blutdruck waihrend des Versuches = 75 mm. Ver- 
suchsdauer == 3°/, Minuten. Gasuhr = 21,331; °/, CO, = 1,84; 
°/, 0, Defizit = 2,25. 


CO, ausgeschieden = 359,2; O, aufgenommen == 439,4; 
respiratorischer Quotient == 0,82. 
In 100ccm Blut aus: CO, 0, N, 
dem rechten Herzen I... . 38,70 4,15 1,04 
” ” " | See 38,68 3,97 1,01 
Ge Qete! sos sek cn ey BE 16,30 1,27 
” “Sh See ee verloren 
Mittlere Zahlen fiir das rechte Herz: 11.18 
CO, = 38,69; O, = 4,06; respir. Quotient = TTT = 0,91. 


Die Rhodannatriuminjektion ergab fiir 3°/, Minuten eine 
Strémungsgeschwindigkeit vor dem Respirationsversuch von 
3275 ccm; nach dem Respirationsversuch 2769 ccm; im Mittel 
= 3022ccm. Der aus den Gasen des Blutes und der Strémungs- 
geschwindigkeit berechnete Stoffwechsel: 

CO, = 361,4cecm; O, = 395,3 ccm. 

Das Ergebnis des Versuches ist also: 





Stoffwechsel bestimmt durch: CO, 0, 
Respirationsversuch . . . 359,2 439,2 
eee ey as 3S ee 395,3 
Diffewemz .. . 2 2 1 ss 8,2 + 44,1 


Der Unterschied zwischen den Zahlen des durch den Re- 
spirationsversuch und des aus den Gasen und der Stromungs- 
geschwindigkeit des Blutes bestimmten Stoffwechsels ist auch 
in diesem Versuch so gering, daB man berechtigt sein darf, 
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anzunehmen, daB in den Lungen keine Verbrennung statt- 
gefunden hat. 


Zusammenfassung. 


1. Durch Auspumpung und darauffolgende Analyse der 
Gase von defibriniertem Blut oder Oxalatblut kann man bei 
gleichzeitiger Bestimmung von 3 Proben gut iibereinstimmende 
Resultate erzielen, wenn man dafir sorgt, daB das Blut wah- 
rend der Probeentnahme fortwahrend in Bewegung gehalten 
wird, so daB eine Fallung der Blutkérperchen ausgeschlossen 
ist, und wenn die Proben schnell entnommen werden. 

2. Bei langsamer Probeentnahme von Blut, das in den 
GefaBen von Tieren zirkuliert, denen Hirudin intravenés in- 
jiziert worden ist, wird man nicht imstande sein, eine an- 
niherungsweise so gute Ubereinstimmung der Zahlen des Luft- 
gehaltes im Blute zu erzielen, wie diejenige, die man bei der 
Anwendung von defibriniertem, wahrend der Probeentnahme 
stets in Bewegung gehaltenem Blut erzielen kann. Dies be- 
ruht darauf, daB die Blutkérperchen der Hirudinwirkung wegen 
geneigt sind, in den verhaltnismaBig langen Leitungen zu Boden 
zu sinken. Dies verursacht, daB die gleichzeitig entnommenen 
Blutproben keine durchaus einheitlichen sind. 

3. Durch gleichzeitige Probeentnahme von Blut (und nach- 
folgender Auspumpung) aus dem rechten Herzen und aus der 
Arteria pulmonalis ist dargetan worden, da8 das Blut aus den 
beiden Stellen denselben Gehalt von Kohlenséure und Sauer- 
stofi hat. Blut aus dem rechten Herzen entspricht also in 
Zusammensetzung dem in die Lunge einstrémenden Blut. 

4. Es werden Versuche mitgeteilt, bei denen die Kohlen- 
sdureausscheidung und die Sauerstoffaufnahme durch die Lungen 
bestimmt werden gleichzeitig mit dem Gasgehalt des zur Lunge 
stromenden und des aus der Lunge kommenden Blutes. Vor 
und nach den Versuchen wird die Blutmenge bestimmt, die in 
der Zeiteinheit durch die Lungen strémt. Aus den gefundenen 
Zablen geht hervor, daB die von Bohr und Henriques auf- 
gestellte Lehre von einem besonderen Verbrennungsproze8 in 
den Lungen sich nicht aufrecht erhalten laBt. 
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Ober Pflanzenenzyme. 
IV. Die Invertase der Kartoffelblatter. 
Von 
P. Doby. 


(Aus der kgl. ungarischen landwirtschaftlich-chemischen Versuchsstation 
in Magyarévar.) 


(Hingegangen am 25. September 1915.) 


Die Invertase zahlt zu den meist und eingehendst unter- 
suchten Enzymen; trotzdem ist man sich jedoch noch immer 
nicht klar dariiber, ob die Invertasen verschiedenen Ursprunges 
identisch sind’). Dieser Umstand, der in allgemein biochemi- 
scher Hinsicht theoretisches Interesse bietet, bewog mich, die 
Invertasen verschiedenen pflanzlichen Ursprunges zu_unter- 
suchen. Zufolge einiger bisheriger Untersuchungen*) wandte 
ich meine Aufmerksamkeit vor allem dem Laub der Kartoffel- 
pflanze zu und, obzwar die diesbeziiglichen Untersuchungen 
bloB begonnen sind, mdéchte ich iiber dieselben in folgendem 
kurz berichten, da ich vorlaufig nicht imstande bin, dieselben 
binnen kurzem weiter zu verfolgen. 

Bei den Versuchen wurde der PreBsaft der Blatter ange- 
wendet, um das unveranderte natiirliche Enzymsystem unter- 
suchen zu kénnen. — Vor allem konnte die Anwesenheit der 
Invertase in den Blattern der Kartoffel bewiesen werden. Die 
Anwesenheit des Enzyms wurde auch durch die Kochunbestin- 
digkeit, sowie dadurch bestatigt, daB die Reaktion den Charak- 
ter der monomolekularen Reaktionen zeigte. Der Wert der 
Reaktionskonstante war der Konzentration des Enzymes pro- 
portional. — 


1) In Oppenheimers: ,Die Fermente usw.“ IV. Aufl. 1913, 1, 
207 heiBt es z. B.: ,Die einzelnen Invertasen scheinen etwas differenter 
Natur zu sein.“ 
*) Doby: Zeitschr. f. Pflanzenkrankheiten 21, 321, 1911; 22, 204 
und 401, 1912. Diese Zeitschr. 64, 111, 1914; 67, 166, 1914 und 68, 
191, 1915. 
Biochemische Zeitschrift Band 71. 32 
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Von den, mittels verschiedenen Druckes gewonnenen PreB- 
siften zeigte jener Saft die groBte Aktivitaét, der mittels des 
geringsten Druckes dargestellt war. Diese Erscheinung kann 
die Folge verschiedener Ursachen sein; es ist z. B. méglich, 
daB hierfiir die groBe Empfindlichkeit des Enzyms verantwort- 
lich zu machen sei, worauf auch die verminderte Aktivitaét des 
einen Tag alten, antiseptisch aufbewahrten PreBsaftes hinweist. 
Moglich ist auch, da8 durch den starkeren Druck irgendwelche 
hemmende Stoffe aus den nunmehr vollstindig zertriimmerten 
Zellen austraten'). Dies zu entscheiden muB8B weiteren Ver- 
suchen vorbehalten werden, die auch iiber die weiteren Eigen- 
schaften dieser Invertase Aufklarung zu geben haben. 


Experimentelles*). 

Die enzymhaltigen Flissigkeiten wurden auf folgende Weise 
dargestellt: 

Die von den Stengeln abgepfliickten Blatter wurden auf 
der Fleischhackmaschine zu einem Brei zerkleinert und durch 
Leinwand entweder mit den Handen, oder mittels der hydrau- 
lischen Presse ausgepresst. Sodann zentrifugierte man die 
aromatisch riechende, anfangs griine, spiter fast schwarze 
Fliissigkeit, die dann zum Schlusse durch Asbest durchgesaugt 
wurde. 

Als Substrat diente eine 5- bis 6 °/,ige Saccharoselésung; 
das Fortschreiten der Reaktion verfolgte ich bei den ersten 
Versuchen, da mir dabei das Klaren der intensiv dunklen Ver- 
suchsfliissigkeit noch nicht gelang, mittels der Mohr-Ber- 
trandschen Zuckertitration®). Auf diese Weise wurde die 
Abhiangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der 
Enzymkonzentration untersucht. Den PreBsaft gewann ich 
mittels der Buchnerschen Presse, bei einem Druck von 300 Atmo- 
sphiren. Die Reaktionsfliissigkeit bestand aus 50 ccm einer 
etwa 12,5°/,igen Saccharoselésung samt 1ccm, bzw. 2 und 


1) Auf diesen Umstand lenkte Herr Prof. Buchbéck (Budapest) 
meine Aufmerksamkeit. 

*) Die Versuche fiihrte ich noch im Laboratorium der kgl. ungar. 
pflanzenphysiolog. und -pathol. Versuchsstation aus. 

’) Bertrand, Bull. de la Société chimique 35, 1285, 1906; s. auch 
Abderhaldens Handbuch 2, 181, 1910. 
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4ccm PreBsaft, aufgefiillt auf je 100 ccm mit einem Zusatz 
von 3 Volumen-°/, Toluol. Als Kontrollésung wurden dieselben 
Lésungen ohne Saccharose angesetzt. Den bei 38° im Brut- 
schrank aufbewahrten Reaktionsfliissigkeiten wurde von Zeit 
zu Zeit eine entsprechende Menge entnommen und darin, nach 
Klarung mittels Bleiessig und Natriumsulfat, die Menge des 
Invertzuckers bestimmt. Der Zusatz von Bleiacetat diente 
auch zum Unterbrechen der Reaktion. Die Ergebnisse waren 
folgende: 
Mit 1ccm PreBsaft: 

t’ (Zeit in Minuten) 48 1368 2880 4253 5635 7102 8528 oo 


Invertzucker g in 
100 ccm. . . 0,061 0,496 0,904 1,158 1,416 1,732 2,236 6,42 
0,4343 k-10’. . (865) 255 229 203 192 192 218 — 


Mit 2ccm PreBsaft: 
| Tee eee 1368 2938 4253 5635 fo °) 
Invertzucker g . . 0,049 0,860 1,650 2,248 2,884 6,42 
0,4343 k-10’. . , 490 456 439 440 460 -- 


Mit 4ccm PreBsaft: 


eS ee ee 1366 2936 oo 
Invertzucker g. . . . . 0,06 1,548 2,832 6,42 
0,4343 &-10° . . . . . (352) 877 861 — 


Die Werte der Konstante k berechnete ich nach der Glei- 


chung 0,4343 k= “log a und — wie aus den Zusammen- 


stellungen ersichtlich — stimmen dieselben gut iiberein. Die 
Abweichungen der ersten Werte bei 1 ccm und bei 4 ccm be- 
ruhen zweifellos auf infolge der geringen Menge des Invert- 
zuckers entstandenen Fehlern. 

Vergleicht man die Durchschnittswerte der Reaktionskon- 
stanten der einzelnen Konzentrationen, so ergiebt sich eine 
strenge Proportionalitét zwischen Enzymkonzentration und Re- 


aktionskonstante, z ist also konstant, wie aus folgender Zu- 
sammenstellung ersichtlich: 
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Die Darstellung des enzymhaltigen PreBsaftes auf die be- 
schriebene Art war jedoch recht lastig und zeitraubend, daher 
trachtete ich dieselbe zu vereinfachen. Darum stellte ich vor 
allem Versuche in der Richtung an, ob die bei verschiedenem 
Druck erhaltenen PreBsifte verschiedene Aktivitaét aufweisen. Die 
Versuche fiihrten zu dem iiberraschenden Ergebnis, daB der mittels 
des geringsten Druckes — durch einfaches Auspressen mit den 
Handen — gewonnene PreBsaft der wirksamste sei, was die 
Darstellung des PreBsaftes auBerordentlich vereinfachte. 

Der Verlauf der Reaktion wurde bei diesen Versuchen 
durch das optische Verhalten verfolgt, da das Messen des Re- 
duktionsvermégens zu langwierig war und es mir inzwischen 
gelang, die Reaktionsfliissigkeit ganz klar zu erhalten. Der 
Vorgang gestaltete sich wie folgt: 

5 cem der Reaktionsfliissigkeit wurden mit 0.3 ccm Blei- 
essig, dann mit 0,6 ccm einer 20°/,igen Natriumsulfatlésung 
versetzt und nach Abzentrifugieren des Niederschlages zu 4 ccm 
der klaren Fliissigkeit 1 ccm einer 20°/,igen Sodalésung ge- 
geben. Nach abermaligem Zentrifugieren konnte die Fliissig- 
keit, die nunmehr farblos war, polarisiert werden. Es gelang 
auf diese Weise, lauter sich gut setzende Niederschlige und in 
kiirzester Zeit véllig wasserklare Fliissigkeiten zu erhalten, 
wahrenddem es z. B. bei Weglassung des Natriumsulfates un- 
méglich war, die Lésungen zu polarisieren. Ebenso waren auch 
andere Mittel, z. B. Schwefel- oder Oxalséure unbrauchbar, da 
diese stets so viel farbige Bestandteile in Lésung hielten, dab 
das Polarisieren unmédglich war. 

Die angewandten Reagenzien iibten auf das Drehungsver- 
mégen der Lésungen keinen EinfluB aus, wie dies aus folgen- 
der Zusammenstellung erhellt: 
































| " ccm von 
Substrat —}.90m. | BASE |Nay80,| erigen |NaxC0,)H,0 a 
Lésung 
Eine etwa 6,3- 5,0 ms ass = — | 2,5 |4+5,37° 
°/,ige Saccharose- 
lésung 50 | 04 | 06 4,0 10 | — |+5,38° 
1g Fruktose -+- 5,0 _ — _ -— 2.5 |— 1,29° 
1g Glukose in 50 | 04 | 06 4,0 — | 1,0 |—1,28° 
Com aes Tes as | es | we | ie | — le 
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Um nun den EinfluB des Pressens auf die Aktivitét zu 
bestimmen, wurde der Blatterbrei wie folgt verarbeitet: 

A: In PreBleinwand mittels den Handen ausgepreBt; 

B: Der Riickstand von A bei 100 Atmosphiren und 

C: Der Riickstand von B bei 300 Atmospharen ausgepreBt. 

AuBer diesen drei Enzymflissigkeiten diente noch die 
Flissigkeit A nach 24stiindigem antiseptischen Aufbewahren 
bei Zimmertemperatur zu einem Versuch iiber die Haltbarkeit 
der Enzymfliissigkeit: A24. 

Von diesen Fliissigkeiten wurden je 2 ccm samt 50 ccm 
einer 10 °/,igen Rohrzuckerlésung auf 100 ccm aufgefiillt und 
im Brutschrank antiseptisch aufbewahrt. In den Kontroll- 
fliissigkeiten kamen aufgekochte Enzymlésungen zur Anwen- 
dung. Die Ergebnisse folgen: 


A. 
Mit der Hand ausgepreBt. 


























| a (g hydrolysier- | 
v | x | ae jee inien| 0,4343 &-10’ 
| wee | in 100 cem) 

15 447° | 99 | 0 “a 

278 4,279 | 0,20° 0,17 (462) 
1354 +3379 | 110° | 0,95 664 
2746 a55° | 198° | 1,66 630 
4207 1 1,79° 2,689 | 2,32 636 
5685 1,18° 3,299 | 2,84 633 
5848 1,11° 3,369 | 2,90 638 
7075 — 0,58° 3,899 3,36 673 

0 — 1,36° 583° | 5,04 = 

Mittel: 644 
A 24. 
Wie A, aber 24 Stunden spater angesetzt. 

6 | +4,43° | 0° | 0 _ 
1495 | 3,279 | 1,16° 1,00 648 
2917 | 253° | 1,90° | 1,64 594 
4383 | 180° | 263° | 2,27 598 
6333 | 128° | 320° | 2,79 | 560 

co 406} «185° | = «5,78° | 5.00 a. 

Mittel: | 600 
B. 
Bei 100 Atmosphiaren Druck ausgepreBt. 

4 | 4,39° | 0° 0 | _ 

277 4,339 |  0,06° 0,05 | (156) 
1314 | +3909 | 0,499 0,42 | 285 
2795 | +3,32° | 1,079 0,92 | 822 
4217 | +2849 |  1,55° 1,34 | 324 
5646 | +2,50° |  1,89° 1,63 307 

es) | —1,34° | 5,73° 4,95 | =e 








Mittel: | 310 
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C. 
Bei 300 Atmosphéren Druck ausgepreBt. 
= 
x(g hydrolysier- 
t’ a Drehungs- ten Rohrzuckers | 0,4343 k-107 

inderung in 100 ccm) 
2 + 4,44° 0° 0 _ 
277 432° 0,12° 0,10 311 
1339 3,90° 0,54° 0,47 309 
2743 + 3,46° 0,98 ° 0,85 289 
4165 + 3,06° 1,38 ° 1,19 281 
5631 + 2,75° 1,69° 1,46 266 
e@) — 1,35° 5,79 ° 5,01 a 
Mittel : 291 





Die Drehungswinkel der Kontrollésungen blieben stets 
zwischen -+-4,45° und -+-4,39° und betrugen im Mittel 
+ 4,41°, 

Die Durchschnittswerte von & sind also folgende: 

Bei dem mit den Handen ausgepreBten Saft .... . 644 


” ” ” ” ” ” » nach 1 Tage 600 
» 100 Atmosphéren ausgepreBt .......... 310 
» 300 ” ” etl gr qh eee 


Man sieht, daB die Aktivitét schon durch 24stiindiges 
antiseptisches Aufbewahren abnahm; eine noch wesentlichere 
Beeintrachtigung trat jedoch infolge des groBen Druckes ein. 
Es ist schwer, sich iiber die Ursache dieser Erscheinung einen 
Begriff zu verschaffen'). Das Auspressen des Blatterbreies 
geschah sehr vorsichtig und allmahlich so, daB es fiir ausge- 
schlossen anzusehen ist, daB das Enzym infolge Erhitzens ge- 
litten hatte. Ubrigens scheint es, da8 sich nicht nur die Kon- 
zentration des Enzyms verminderte, sondern da8 es auch 
schneller zugrunde ging, als der bei geringem Drucke gewonnene 
Saft, denn in C sank der Wert der Geschwindigkeitskonstante 
zwar allmahlich, aber fortwahrend als Zeichen einer allmah- 
lichen Verminderung seiner Konzentration im Laufe des Ver- 
suches. 

Ich beabsichtige, die Untersuchung dieser Invertase fort- 
zusetzen. 


1) Siehe hierzu die Anmerkung 1) auf Seite 496. 
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